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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein einzelket- 
tiges, mehrfach-antigenbindendes Molekiil, mit ver- 
schiedenen variablen Domanen einer schweren bzw. s 
einer leichten Kette eines Immunglobulins, die in Form 
eines VH-VL-Konstruktes verbunden sind, welche wie- 
derum iiber ein Peptid miteinander verbunden sind, 
sowie deren Herstellung und Verwendung als Arznei- 
mittel Oder Diagnostikum. 10 
[0002] Bispezifische Antikorper, die zwei verschie- 
dene Antigene, z.B. ein Tumorzelloberflachenantigen 
und ein Effektormolekul erkennen, finden eine breite 
Anwendung in der experimentellen Immuntherapie 
(Fanger et al., Crit. Rev. Immunol. 12, 101-124 (1992); is 
van de Winkel et al., Immunol. Today 18, 562-564 
(1997)). Zu den Effektorfunktionen, die durch bispezifi- 
sche Antikorper rekrutiert werden, zahlen u.a. solche, 
die naturlicherweise im Organismus vorkommen, wie 
z.B. zytotoxische und phagozytierende Zellen, Komple- 20 
mentkomponenten, Zytokine und thrombolytische und 
fibrinolytische Enzyme als auch korperfremde Effektor- 
molekule, wie z.B. Toxine, Prodrug-konvertierende 
Enzyme und Radionuklide. So fuhrte z.B. die Injektion 
bispezifischer Antikorper gegen das Hodgkin's-Tumor- 25 
assoziierte Antigen CD30 und die T-Zell-Antigene CD3 
bzw. CD28 in xenotransplantierte Tumoren zur Rekru- 
tierung und Stimulierung von zytotoxischen T-Zellen 
und zur Induktion einer tumoriziden Aktivitat (Renner et 
al., Science 264, 833, 1994). In einem anderen Ansatz 30 
wurde ein bispezifischer Antikorper gegen CD30 und 
alkalische Phosphatase dazu benutzt, das Enzym an 
die Tumorstelle zu rekrutieren und damit die untoxische 
Vorstufe eines Wirkstoffes in einen toxischen Wirkstoff 
zu uberfuhren (Sahin et al., Cancer Res. 50, 6944- 35 
6948, 1990). 

[0003] Eine Alternative zur Injektion des gereinigten 
bispezifischen Antikorpers ist die Expression und 
Sekretion dieser bispezifischen Antikorper durch in vitro 
Oder in vivo transfizierte Zellen. Der Vorteil dieser Stra- 40 
tegie ist, daB die Produktion des bispezifischen Antikor- 
pers von der transduzierten Zelle in vivo erfolgt und 
somit keine aufwendige Produktion und Reinigung des 
bispezifischen Antikorpers vor einer Injektion notwendig 
ist. Dariiber hinaus kann durch Wahl geeigneter 45 
Expressionssysteme die Expression des bispezifischen 
Antikorpers lokal, in Organen oder einem Tumor oder 
auch systemisch gesteuert werden. 
[0004] Bispezifische Antikorper konnen beispiels- 
weise durch chemische Quervernetzung (Nisonoff et so 
al., Nature 194, 355, 1962) hergestel It werden. Bei der 
chemischen Quervernetzung monoklonaler bzw. poly- 
klonaler Antikorpermolekule tierischen Ursprungs kann 
ein nicht geringer Anteil inaktiviert werden. Zusatzlich 
entstehen sowohl Hetero- als auch Homodimere. 55 
Homodimere mussen durch aufwendige Verfahren von 
den gewiinschten Heterodimeren abgetrennt werden. 
Hybridomzellen, die bispezifische Antikorper produzie- 



ren, sogenannte Hybrid-Hybridome, lassen sich nur 
relativ aufwendig herstellen, da hier zwei verschiedene 
Hybridome miteinander fusioniert werden mussen (Mil- 
stein et al., Nature 305, 537, 1983). Der Anteil an funk- 
tionellen Heterodimeren ist relativ gering, theoretisch 
nur 10%, da die schweren und leichten Ketten der bei- 
den Antikorpermolekule beliebig miteinander assoziie- 
ren konnen. Als Ausgangsmaterial werden 
hauptsachlich murine monoklonale Antikorper verwen- 
det, welche wiederum fur den Menschen immunogen 
sind. 

[0005] Verschiedene bivalente bzw. bispezifische 
Antikorpermolekule konnen auch rekombinant herge- 
stellt und in Bakterien bzw. eukaryotischen Zellen expri- 
miert werden (WO 93/06217). Allen rekombinanten 
Antikorpermolekulen ist gemein, daB fur ihre Herstel- 
lung sowohl murine als auch humane Ausgangsmole- 
kule verwendet werden konnen. Unterschiedliche 
Methoden wurden entwickelt, um bispezifische rekom- 
binante Antikorpermolekule moglichst effizient herstel- 
len zu konnen. Mit diesen Methoden lassen sich 
unterschiedliche Gruppen von Molekulen herstellen. 
[0006] Bei einer Gruppe von Molekulen werden die 
variablen Teile der Antikorper mit konstanten Immunglo- 
bulindomanen (Fc, CH3, CL) fusioniert, um eine Dimeri- 
sierung zu erreichen (Hu et al., Cancer Res. 56, 3055- 
3061 (1994); Hayden et al., ther. Immunol. 1, 3-15 
(1994)). Hierbei erfolgt jedoch keine Selektion fur hete- 
rodimere Molekule, so daB auf diese Weise uberwie- 
gend bivalente Homodimere entstehen. Die Expression 
dieser Molekule in funktioneller Form ist zudem auf 
eukaryotische Zellen beschrankt. 
[0007] Bei einer weiteren Gruppe von Molekulen wer- 
den die variablen Teile der Antikorper mit Peptiden bzw. 
Proteindomanen aus anderen Proteinen zur Herstel- 
lung von bivalenten bzw. bispezifischen Molekulen 
fusioniert (Pluckthun und Pack, Immunotechnol. 3, 83- 
105(1997)). Auch hier erfolgt in der Regel eine Bildung 
von Homo- wie auch Heterodimeren aufgrund der zufal- 
ligen Assoziation. Zusatzlich enthalten diese Molekule 
einen z.T erheblichen Anteil von Fremdsequenzen, so 
daB mit einer deutlichen Immunogenic zu rechnen ist. 
[0008] Bei einer dritten Gruppe von Molekulen werden 
geringfugige Modifikationen von rekombinanten Fv- 
Fragmenten, in der Regel einzelkettige Fv-Fragmente 
(scFv), zur Herstellung von bivalenten bzw. bispezifi- 
schen Molekulen verwendet (Holliger und Winter, Curr. 
Opin. Biotechnol. 4, 446-449 (1993)). Hierzu zahlen die 
Dimerisierung durch zusatzliche Cysteine am C-Termi- 
nus der scFv-Ketten (MacCartney et al., Protein Engin. 
8, 301-314 (1994)). Hierbei entstehen jedoch sowohl 
Homo- als auch Heterodimere und bei der Expression 
in Bakterienzellen entstehen nicht funktionelle Aggre- 
gate. Tandem-scFv-Molekule der Struktur scFv(A)-Lin- 
ker-scFv(B) (Mallender und Voss, J. Biol. Chem. 269, 
199-206, 1994) lassen sich sowohl in Bakterien als 
auch in eukaryotischen Zellen exprimieren. Hierbei kon- 
nen jedoch z.T. auch nicht funktionelle Assoziationen 
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der vier variablen Domanen erfolgen. 
[0009] Die rekombinante Antikorpertechnologie hat in 
den letzten Jahren zur EntwicWung neuer Weiner, biva- 
lenter bzw. bispezifischer Antikorperfragmente gefuhrt. 
Solche Molekule stellen z.B. die "Diabodies" dar (Holli- 
ger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448, 

1993) . Dabei handelt es sich um variable VH- und VL- 
Domanen der Immunglobuline, die durch einen sehr 
kurzen Linker miteinander verbunden sind. Dieser Lin- 
ker ist zu kurz, um eine Zusammenlagerung der VH- 
und VL-Domane einer Kette zu bewirken, wie es bei ein- 
zelkettigen Fv-Fragmenten geschieht. Dadurch lagern 
sich die VH- und VL-Domanen zweier Ketten zu einem 
Dimer zusammen, so daB Molekiile mit zwei Bindungs- 
stellen entstehen (Perisic et al., Structure 2, 1217-1226, 

1994) . Bispezifische "Diabodies" entstehen durch die 
Expression von zwei Ketten der Struktur VH(A)-VL(B) 
und VH(B)-VL(A) in einer Zelle. Hierbei bedeutet VLdie 
variable (V) Domane der leichten (L) Kette und VH die 
variable Domane (V) der schweren (H) Kette eines 
Immunglobulins, wobei diese variablen Domanen das 
Antigen (A) bzw. (B) binden. Durch die Zusammenlage- 
rung der VH-Teile mit den VL-Teilen entstehen heterodi- 
mere Fragmente mit funktionell aktiven 
Bindungsstellen. Bakteriell exprimierte bispezifische 
"Diabodies" wurden bereits erfolgreich fur die Rekrutie- 
rung von verschiedenen Effektormolekulen, Immunglo- 
buline, C1q Oder Enzyme bzw. Effektorzellen, wie z.B. 
zytotoxische T-Lymphozyten, eingesetzt (Kontermann 
et al., Nature Biotechnol. 15, 629 (1997); Holliger et al., 
Protein Engin. 9, 299 (1996); Nature Biotechnol. 15, 
632 (1997), Zhu etal., BioTechnol. 14, 192 (1996); Fitz- 
Gerald et al., Protein Engin. 10, 1221 (1997); Krebs et 
al., J. Biol. Chem. 273, 2858 (1998)). 

[0010] ..Diabodies" haben jedoch folgende Nachteile: 
Da die beiden VH(A)-VL(B) und VH(B)-VL(A) Ketten 
physisch nicht miteinander verbunden sind, konnen in 
gleichem MaBe Homo- wie Heterodimere entstehen, 
die ein sehr aufwendiges Reinigungsverfahren fur die 
Heterodimere notwendig machen. Des weiteren kommt 
es zu einer Dissoziation der Dimere, wie es bereits fur 
scFv-Fragmente gezeigt wurde (Glockshuber et al., Bio- 
chem. 29, 1362-1367 (1990)). Zur Losung dieser Pro- 
bleme wurden Disulfid-stabilisierte "Diabodies" 
(FitzGerald et al., Protein Engin. 10, 1221-1225, 1997) 
Oder "knob-into-hole-Diabodies" (Zhu etal., Protein Sci. 
6, 781-788, 1997) entwickelt. Deren Herstellung ist 
jedoch mit einem erheblichen Aufwand verbunden. 
Zudem wird fur die gentechnische Expression eines bis- 
pezifischen "Diabody" fur jede Kette eine Signalse- 
quenz und eine Ribosomenbindestelle benotigt, was 
sehr aufwendig ist. Zusatzlich konnen nicht aquimolare 
Mengen der variablen Domanen exprimiert werden, 
was den Anteil an nicht funktionellen Homodimeren 
erhoht. 

[001 1 ] Aufgabe der vorliegenden Erf indung war daher, 
mehrfach-antigenbindende Molekule zu finden, die die 
beschriebenen Nachteile der sogenannten „Diabodies" 



nicht haben und die in iiberwiegend homogener Form 
auf einfach Art und Weise hergestellt werden konnen. 
[001 2] Ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist 
daher ein einzelkettiges, mehrfachantigenbindendes 
5 Molekul enthaltend folgende Komponenten: 

a) eine variable Domane einer schweren Kette 
eines Immunglobulins (VH) mit einer ersten Spezifi- 
tat (A) und funktionelle Teile hiervon, 
10 b) eine variable Domane einer leichten Kette eines 
Immunglobulins (VL) mit einer zweiten Spezifitat 
(B) und funktionelle Teile hiervon, 

c) eine variable Domane einer schweren Kette 
eines Immunoglobulins (VH) mit der Spezifitat (B) 

15 und funktionelle Teile hiervon, sowie 

d) eine variable Domane einer leichten Kette eines 
Immunglobulions (VL) mit der Spezifitat (A) und 
funktionelle Teile hiervon, 

20 wobei die Domanen VH und VL in Form eines VH-VL- 
Konstruktes oder VL-VH-Konstruktes und die beiden 
VH-VL-Konstrukte uber ein Peptid (P) verbunden sind. 
[001 3] In einer weiteren Ausfiihrungsform enthalt das 
erfindungsgemaBe Molekul mehr als zwei der genann- 
25 ten VH-VL-Konstrukte. Hierdurch konnen Molekule 
erhalten werden, die mehrere Spezifitaten (A), (B), (C) 
usw. enthalten. 

[0014] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die 
einzelnen VH-VL-Konstrukte uber deren variable 
30 Domane mit gleicher Spezifitat gebunden (z.B. VH(B)- 
peptide-VL(B)). Eine besonders bevorzugte Struktur 
eines erfindungsgemaBen Molekuls ist in Fig. 1 darge- 
stellt. 

[0015] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
35 form sind die einzelnen Spezifitaten im wesentlichen 
identisch. Der Begriff „im wesentlichen identisch" 
bedeutet gemaB der vorliegenden Erfindung, daB die 
molekulare Struktur der Domanen durchaus unter- 
schiedlich sein kann, deren Spezifitat, d.h. die spezifi- 
40 sche antigenbindende Funktion jedoch erhalten bleibt. 
Hieraus ergibt sich, daB das erfindungsgemaBe Mole- 
kul nicht nur eine vollstandige variable Domane einer 
schweren bzw. leichten Kette eines Immunoglobulins 
enthalten kann, sondern auch deren funktionelle Teile, 
45 d.h. die Teile, die ihre spezifische antigenbindende 
Eigenschaft erhalten haben. Beispielsweise gehdren im 
Sinne der vorliegenden Erfindung hierzu auch kunstli- 
che Konstrukte, die aus den einzelnen CDR-Teilen 
(..complementary determining regions") von variablen 
so Domanen eines Immunglobulins aufgebaut sind (Jones, 
P.T. et al. Nature, 321, 522, 1986; Riechmann, L. et al. 
Nature 332, 323, 1988; Verhoeyen, M. et al. Science, 
239, 1534, 1988). 

[001 6] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die 
55 Domanen VH und VL uber einen Peptid-Linker (L) in 
Form eines VH-L-VL-Konstruktes oder VL-L-VH-Kon- 
struktes verbunden. Der Linker sollte hierbei im allge- 
meinen moglichst kurz, vorzugsweise ca. 1 - 20 
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Aminosauren insbesondere ca. 1 - 5 Aminosauren lang 
sein. Besonders bevorzugt ist ein Linker mit der 
Sequenz GGGGS. 

[0017] Im Gegensatz zum Linker (L) kann das verbin- 
dende Peptid (P) beliebig lang sein. Bevorzugt ist 5 
jedoch ein Peptid (P) mit ca. 12 - 40 Aminosauren, ins- 
besondere mit ca. 12 - 20 Aminosauren, vor allem mit 
ca. 14 Aminosauren. Besonders bevorzugt ist ein Peptid 
(P) das die Aminosauresequenz GGGGSGGRAS- 
GGGS Oder GGGGSGGRASGGGGS enthalt und ins- w 
besondere ein Peptid (P), das aus der genannten 
Aminosauresequenz besteht. 

[0018] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form enthalt das erfindungsgemaBe Molekul als eine 
weitere Komponente einen Effektor (E). Dieser Effektor 15 
kann an das erfindungsgemaBe Molekul direkt oder 
gegebenenfalls uber ein Bindeglied (B) gebunden sein. 
Besonders bevorzugt ist es, wenn das Bindeglied (B) 
eine Protease-Spaltsequenz, vorzugsweise eine PSA 
(Prostataspezifisches Antigen)-, Cathepsin-, Plasmino- 20 
gen- und/oder Plasminogenaktivator-Spaltsequenz ent- 
halt. 

[001 9] Die Protease-Spaltsequenz ist deshalb beson- 
ders bevorzugt, da hierdurch der Effektor von dem 
erfindungsgemaBen Molekul mit Hilfe einer Protease 25 
abgetrennt werden kann. Die Trennung ist besonders 
dann vorteilhaft, wenn durch direkte oder uber das Bin- 
deglied vermittelte indirekte Bindung des Effektors an 
das erfindungsgemaBe Molekul die Aktivitat des Effek- 
tors inhibiert wird. 30 
[0020] Da Proteasen besonders in Bereichen von Ent- 
ziindungen oder in Tumoren vorhanden sind, werden 
dortdie Effektoren, welche vorzugsweise aufgrund ihrer 
Bindung uber eine Protease-Spaltsequenz an das erfin- 
dungsgemaBe Molekul inaktiviert sind, in hohem MaBe 35 
lokal freigesetzt. Durch die Wahl geeigneter Zielstruktu- 
ren fur das erfindungsgemaBe Molekul, beispielsweise 
mit einer Spezifitat fur Antigene auf Tumorzellen, fur 
Antigene auf Tumorassoziierten Endothelzellen oder fur 
Antigene auf Entziindungszellen, wie z.B. Lymphozyten 40 
oder Makrophagen, kann zusatzlich eine Anreicherung 
des erfindungsgemaBen Molekuls mit dem Effektor im 
Bereich beispielsweise einer Entzundung oder eines 
Tumors erreicht werden. 

[0021] GemaB der vorliegenden Erfindung kdnnen 45 
auch mehrere Effektoren an dem erfindungsgemaBen 
Molekul direkt oder indirekt gebunden sein. 
[0022] Proteasen oder die dazugehorigen Spaltse- 
quenzen sind beispielsweise in DE19704301.1 im 
Detail aufgefuhrt. so 
[0023] Ein Beispiel eines bevorzugten erfindungs- 
gemaBen Molekuls mit einem Effektor, der uber ein Bin- 
deglied an das Molekul gebunden ist, ist in Fig. 2 
schematisch dargestellt. 

[0024] Die Auswahl der einzelnen Komponenten des 55 
erfindungsgemaBen Molekuls richtet sich im allgemei- 
nen nach dem Anwendungsgebiet. 
[0025] Soli das erfindungsgemaBe Molekul als Dia- 



gnostikum verwendet werden, so ist beispielsweise in 
einer weiteren Ausfuhrungsform die erste Spezifitat (A) 
gegen ein zu analysierendes Molekul gerichtet und die 
zweite Spezifitat (B) direkt oder indirekt gegen einen 
Analyten. Beispielsweise kann der Analyt ein radioakti- 
ves Molekul, ein fluoreszierendes Molekul oder ein 
Enzym, welches durch seine enzymatische Aktivitat 
eine Vorstufe eines Analyten in einen aktiven Analyten 
tiberfuhrt, sein. 

[0026] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form ist die erste Spezifitat (A) gegen ein zu analysie- 
rendes Molekul gerichtet, die zweite Spezifitat (B) 
gegen ein anderes zu analysierendes Molekul und der 
Effektor (E) ist ein Analyt, beispielsweise ein radioakti- 
ves Molekul, ein fluoreszierendes Molekul und/oder ein 
Enzym, wie oben bereits naher erlautert. 
[0027] Das erfindungsgemaBe Molekul kann jedoch 
auch als Ligand fur die zielzellspezifische Bindung 
eines viral en oder nichtviralen Vektors verwendet wer- 
den. In einer besonderen Ausfuhrungsform kann das 
erfindungsgemaBe Molekul als sogenannter multifunk- 
tioneller Ligand verwendet werden. Hierzu ist es vorteil- 
haft, wenn das Peptid (P) und/oder der Effektor (E) ein 
fusiogenes Peptid enthalt. Der multifunktionelle Ligand 
dient zur zielzellspezifischen Ubertragung von Nukleo- 
tidsequenzen und ist im allgemeinen ein Protein, wel- 
ches einen zielzellspezifischen Liganden, einen 
Genkonstrukt-spezifischen Liganden und ein fusioge- 
nes Peptid enthalt. Mit Hilfe derartiger multifunktioneller 
Liganden konnen Genkonstrukte, d.h. NuWeinsaure- 
konstrukte, spezifisch an eine Zielzelle gebunden wer- 
den und das fusiogene Peptid ermoglicht die 
Penetration des Nukleinsaurekonstruktes durch die 
Zellmembran hindurch in den Zellkern und damit auch 
die Freisetzung aus dem Endosom. 
[0028] Bei der Verwendung des erfindungsgemaBen 
Molekuls als Liganden fur einen Vektor oder als multi- 
funktionellen Liganden ist es vorteilhaft, wenn die erste 
Spezifitat (A) gegen eine Zielzelle gerichtet ist und die 
zweite Spezifitat (B) gegen einen Vektor. Der Vektor ist 
im allgemeinen eine Nukleinsaure, ein kationisches 
Peptid oder Protein, ein kationisches Lipid, ein kationi- 
sches Polymer oder ein kationisches Porphyrin. In einer 
besonderen Ausfuhrungsform dieser Erfindung ist der 
Vektor ein viraler Vektor, abgeleitet beispielsweise von 
Adenoviren (AdV), Adeno-assoziierten Viren (AAV), 
Vaccinia Virus, RSV, HSV, Influenza- Virus, oder Lentivi- 
rus. 

[0029] Beispiele fur zielzellspezifische Liganden, fur 
Membranstrukturen auf der Zielzelle, fur zielzellspezifi- 
sche Liganden und fur Genkonstrukt-spezifische Ligan- 
den, welche sich von Immunglobulinen ableiten, d.h. 
VH- und VL-Domanen enthalten, wie auch von Peptiden 
mit fusiogener Eigenschaft sind im Detail in der 
DE 19649645.4 beschrieben. 

[0030] Das erfindungsgemaBe Molekul eignet sich 
auch zur Prophylaxe und/oder als Therapeutikum. 
[0031] Hierzu ist beispielsweise die erste Spezifitat 
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(A) gegen eine Zellmembran, wie beispielsweise gegen 
Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten, Granulozy- 
ten, hamatopoietische Zellen, Endothelzellen, glatte 
Muskelzellen, quergestreifte Muskelzellen, Epithelzel- 
len, Leberzellen, Nierenzellen, Gliazellen, Zellen des 
Stutzgewebes, Tumorzellen oder Leukamiezellen, oder 
gegen Proteine der extrazellularen Matrix, des Komple- 
mentsystems, des Gerinnungssystems, des Kininsy- 
stems, des Blutplasmas, des Stutzgewebes, oder 
gegen Cytokine oder Chemokine, oder gegen korperei- 
gene oder korperfremde Toxine, oder gegen Arzneimit- 
tel, beispielsweise Digitalis, und/oder gegen 
Infektionserreger, wie z.B. bakterielle, virale und/oder 
parasitare Infektionserreger, gerichtet. 
[0032] Die zweite Spezifitat (B) kann beispielsweise 
gegen eine Zellmembran von z.B. Lymphozyten, 
Makrophagen, Monozyten oder Granulozyten gerichtet 
sein, mit der Folge, daB deren Vernetzung mit einer 
Zielstruktur dort zu zytotoxischen, immunmodulieren- 
den oder entziindlichen Vorgangen fiihren kann. 
[0033] Sie kann auch gegen Cytokine, Chemokine 
oder Wachsturnsfaktoren gerichtet sein mit der Folge, 
daB deren Vernetzung mit einer Zielstruktur dort 
immunmodulierende oder proliferative Vorgange auslo- 
sen kann. Sie kann auch gegen Proteine des Komple- 
mentsystems gerichtet sein, welche dessen Aktivierung 
initiieren, verstarken oder inhibieren. Die Vernetzung 
eines solchen Proteins mit einer Zielstruktur kann dort 
je nach Wahl des Proteins entziindliche und zytolyti- 
sche bzw. antientzundliche und zytoprotektive Reaktio- 
nen auslosen. Sie kann auch gegen Proteine des 
Gerinnungssystems gerichtet sein, welche dessen Akti- 
vierung initiieren, verstarken oder inhibieren. Die Ver- 
netzung eines solchen Proteins mit der Zielstruktur 
kann je nach Wahl des Proteins Thrombosen induzie- 
ren oder verhindern. Weiter kann sie gegen fibrinolyti- 
sche Proteine, welche zur Auflosung von 
Fibringerinnsel an der Zielstruktur fiihren, gegen 
Enzyme, welche an der Zielstruktur die unwirksame 
Vorstufe eines Wirkstoffes in einen aktiven, z. B. zytoto- 
xischen Wirkstoff uberfuhren konnen, gegen Peptidhor- 
mone oder Steroidhormone, gegen den konstanten Teil 
eines Immunglobulins, gegen einen Mediator, wie bei- 
spielsweise Histamin, Serotonin, Leukotrien, Prostacyc- 
lin oder Kinin, gegen Infektionserreger, wie z.B. 
bakterielle, virale und/oder parasitare Infektionserreger 
oder gegen Tumorzellen gerichtet sein. 
[0034] Cytokine als Zielstrukturen oder Monozyten, 
Makrophagen und/oder Lymphozyten als Zielstrukturen 
konnen durch das erfindungsgemaBe Molekul mit 
Infektions- oder Tumorantigenen vernetzt werden und 
hierdurch in vivo eine verstarkte Immunreaktion gegen 
das Antigen auslosen. Vorteilhaft ist es hierbei, zu dem 
erfindungsgemaBen Molekul das jeweilige Antigen vom 
Infektionserreger oder vom Tumor und gegebenenfalls 
auch das Cytokin hinzuzugeben und den vernetzten 
Komplex lokal zu verabreichen oder zu injizieren. 
[0035] Die zweite Spezifitat (B) kann auch gegen kor- 



pereigene oder korperfremde Toxine gerichtet sein, so 
daB entweder eine Neutralisierung des Toxins und Pha- 
gozytose oder aber eine toxische Reaktion auf die Ziel- 
struktur bewirkt werden kann. Weiter kann sie gegen 
5 Arzneimittel, wie z.B. Digitalis, gerichtet sein, so daB 
eine Komplexierung und Elimination des Arzneimittels 
bewirkt werden kann. 

[0036] In einer weiter en bevorzugten Ausfuhrungs- 
form erlaubt das erfindungsgemaBe Molekul mit Effek- 
10 tor die Vernetzung zweier gleicher oder 
unterschiedlicher Zielstrukturen mit einem oder mehre- 
ren Effektor/en. 

[0037] Als Effektoren eignen sich beispielsweise eine 
Transmembrandomane, ein Glykophospholipidanker, 

15 der den Liganden bindende Teil eines Rezeptors; der 
Ligand fur einen Rezeptor oder die den Rezeptor bin- 
dende Teilsequenz des Liganden; ein Peptidhormon; 
ein Cytokin; ein Wachstumsfaktor; ein Wachstumsfakto- 
rinhibitor; ein Chemokin; ein Interferon; ein Mediator; 

20 ein kreislaufwirksames Peptid; ein Enzym, welches eine 
inaktive Vorstufe eines Wirkstoffes in einen aktiven 
Wirkstoff uberfuhrt; ein Protein, welches die Gerinnung 
aktiviert oder inhibiert; ein Protein, welches die Fibrino- 
lyse aktiviert oder inhibiert; ein Protein, welches das 

25 Komplementsystem aktiviert oder inhibiert; eine oder 
mehrere konstante Domanen eines Immunglobulins; 
ein zytotoxisches Peptid; ein anderes, einzelkettiges, 
einfach- oder mehrfach-, insbesondere zweifach-anti- 
genbindendes Molekul; ein Tumorantigen oder das Anti- 

30 gen eines Infektionserregers, wie beispielsweise ein 
bakterielles Antigen oder ein virales Antigen; ein Peptid 
enthaltend Cystein zur Herstellung von Dimeren des 
erfindungsgemaBen Molekuls; und/oder ein di- bzw. 
multimerisierendes Peptid (Pluckthun und Pack, 

35 Immunotechnol. 3, 83-105 (1997)). 

[0038] Ein anderer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist eine Nukleinsaure kodierend fur ein erfin- 
dungsgemaBes Molekul. Die Nukleinsaure ist im allge- 
meinen eine DNA oder RNA, vorzugsweise eine 

40 doppelstrangige DNA. 

[0039] Fur die gegebenenfalls gewunschte Sekretion 
des erfindungsgemaBen Expressionsproduktes enthalt 
die erfindungsgemaBe Nukleinsaure am 5'-Ende eine 
Nukleotidsequenz kodierend fur eine Signal- oder 

45 Transmembransequenz (siehe z.B. DE19639103.2 oder 
DE1 9651 443.6). Ein Beispiel fur geeignete Signal- oder 
Transmembransequenzen ist die Signalsequenz fur das 
Immunglobulin (DNA-Position < 63 bis > 107), die 
Signalsequenz fur das CEA (DNA-Position < 33 bis > 

so 134) oder die Signalsequenz des Human Respiratory 
Syncytial Virus Glycoproteins (cDNA der Aminosaure- 
sequenzen < 38 bis > 50 oder 48 bis 65). 
[0040] In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalt die 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure am 5'-Ende einen 

55 Promotor und/oder Aktivator. Der Aktivator ist vorzugs- 
weise zellspezifisch, zellzyklusspezifisch, metabolisch- 
spezifisch und/oder durch einen Wirkstoff aktivierbar 
oder supprimierbar. Derartige Aktivatorsequenzen ein- 
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schlieBlich ihrer Kombinationen sind in EP971 01 507.8, 
DE 1 961 785 1 . 7, DE 1 96391 03.2, DE 1 9651 443.6, 
DE19704301.1, EP97102547.3 bzw. DE19710643.9 
beschrieben. Besonders bevorzugte erfindungsge- 
maBe NuWeinsaurekonstrukte sind in den Fig. 3 und 4 5 
schematisch dargestellt. 

[0041] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt 
die erfindungsgemaBe Nukleinsaure am 5'-Ende des 
Startkodons die Sequenz GCCACC Oder GCCGCC, 
welche eine Verstarkung der Translation bewirken kann. w 
[0042] Eine andere Ausfuhrungsform der vorliegen- 
den Erf indung bezieht sich auf einen Vektor enthaltend 
die erfindungsgemaBe Nukleinsaure. Der Vektor kann 
hierbei ein viraler oder nicht-viraler Vektor sein, vor- 
zugsweise ein nicht-viraler Vektor, der insbesondere is 
ausgewahlt ist aus einem kationischen Lipid, einem kat- 
ionischen Polymer, einem kationischen Peptid oder 
einem kationischen Porphyrin. 
[0043] Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Mole- 
kule wird die beschriebene Nukleinsaure in einen 20 
Expressionsvektor, beispielsweise ein geeignetes Plas- 
mid Woniert, in eine geeignete Zelle, beispielsweise in 
eine Bakterien-, Hefe-, Insekten- oder Saugerzelle ein- 
gebracht, die so transformierte oder transfizierte Zelle 
kultiviert und das Expressionsprodukt gegebenenfalls 25 
isoliert. Die Methoden sind dem Fachmann allgemein 
bekannt und beispielsweise bei Sambrook J. et al. Mol- 
ecular Cloning, A Laboratory Handbook 2nd ed., Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 1989 naher beschrie- 
ben. 30 
[0044] In einer besonderen Ausfuhrungsform der vor- 
liegenden Erfindung exprimieren diese Zellen ein erfin- 
dungsgemaBes Molekiil mit einem Effektor, wobei 
dieser Effektor vorzugsweise eine Transmembrando- 
mane ist. 35 
[0045] So kann beispielsweise die DNA-Sequenz 
kodierend fur die Transmembransequenz des menschli- 
chen Makrophagenkolonie-stimulierenden Faktors 
(DNA-Position < 1485 bis > 1554) oder die DNA- 
Sequenz kodierend fur die Signal- und Transmembran- 40 
region des menschlichen Respiratory Syncytial Virus 
(RSV)-Glykoproteins G (Aminosauren 1 bis 63 oder 
deren Teilsequenz Aminosauren 38 bis 63) oder die 
DNA-Sequenz kodierend fur die Signal- und Transmem- 
branregion der Influenzavirus-Neuraminidase (Amino- 45 
sauren 7 bis 35 oder die Teilsequenz Aminosauren 7 bis 
27) zwischen der Promotorsequenz und der DNA- 
Sequenz des erfindungsgemaBen Molekuls oder auch 
am 3' Ende des Gens eingefugt werden. 
[0046] Zur Verankerung des Wirkstoffes in die Zell- so 
membran der das erfindungsgemaBe Molekiil exprimie- 
renden Zellen kann jedoch auch eine Nukleotidsequenz 
kodierend fur einen Glykophospholipid-Anker in das 
Nukleinsaurekonstrukt eingefugt werden. 
[0047] Die Einfugung eines Glykophospholipid- 55 
Ankers erfolgt im allgemeinen am 3' Ende der Nukleo- 
tidsequenz kodierend fur das erfindungsgemaBe Mole- 
kiil und kann zusatzlich zur Einfugung einer 



Signalsequenz erfolgen. 

[0048] Glykophospholipid-Anker sind beispielsweise 
fur das CEA, fur das N-CAM und fur weitere Membran- 
proteine, wie beispielsweise Thy-1, beschrieben wor- 
den. 

[0049] Durch diese Transmembranregion exprimiert 
die jeweilige Zelle das erfindungsgemaBe Molekiil auf 
der Zellmembran und erhaltsomit einen "Rezeptor", der 
fiir diejenigen Ziel- oder Effektorstrukturen spezifisch 
ist, welche durch die antigenbindenden Teile des 
erfindungsgemaBen Molekuls erkannt werden. 
[0050] Ein anderer bevorzugter Rezeptor ist die trans- 
membran- bzw. signaltransduzierende Domane eines 
Rezeptors, beispielsweise der T-Zellrezeptor oder der 
M-CSF- Rezeptor. Hierdurch kann die das erfindungs- 
gemaBe Molekiil auf der Zellmembran exprimierende 
Zelle durch Bindung der Zielstrukturen zu spezifischen 
Funktionen aktiviert werden. Derartige spezifische 
Funktionen konnen beispielsweise zytotoxische Reak- 
tionen von T-Lymphozyten, Phagozytosereaktionen von 
Makrophagen und Granulozyten oder Exozytosereak- 
tionen von Granulozyten, Monozyten und Makrophagen 
sein. 

[0051] Ein anderer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist daher eine Zelle enthaltend eine erfin- 
dungsgemaBe Nukleinsaure oder einen erfindungs- 
gemaBen Vektor, insbesondere eine Bakterien-, 
Insekten-, Hefe- oder Saugerzelle. Als Saugerzellen 
sind neben den allgemein bekannten Zellen zur Expres- 
sion von Nukleinsauren, wie z.B. CHO- oder BHK-Zel- 
len, auch ein Lymphozyt, ein Makrophage, eine 
Gliazelle, eine Epithelzelle, eine Leberzelle, eine Nie- 
renzelle, eine Knochenmarkszelle, eine Endothelzelle, 
eine glatte oder quergestreifte Muskelzelle oder ein 
Fibroblast geeignet. 

[0052] Die zuletzt genannten Zellen sind insbesond- 
ere fur eine gentherapeutische Anwendung geeignet, 
da diese Zellen, welche das erfindungsgemaBe Nukle- 
insaurekonstrukt enthalten, einem Patienten lokal oder 
parenteral, z.B. intravenos, intraarteriell, in eine Korper- 
hohle, in ein Organ oder subkutan injiziert werden kon- 
nen, urn so zur Prophylaxe oder Therapie einer 
Erkrankung zu dienen. 

[0053] Fiir die gentherapeutische Behandlung von 
Erkrankungen konnen jedoch auch die erfindungs- 
gemaBen Nukleinsaurekonstrukte direkt dem Patienten 
lokal, in eine Korperhohle, in ein Organ, in das Blutge- 
faBsystem, subkutan oder intramuskular verabreicht 
werden. 

[0054] Ein anderer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist daher auch ein Arzneimittel enthaltend ein 
erfindungsgemaBes Molekiil, eine erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure einen erfindungsgemaBen Vektor oder 
eine erfindungsgemaBe Zelle sowie ein Diagnostikum 
enthaltend ein erfindinngsgemaBes Molekiil, welches 
auch gegen einen Analyten gerichtet ist, wie oben 
bereits naher beschrieben. 

[0055] Das erfindungsgemaBe Molekiil, die erfin- 
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dungsgemaBe NuWeinsaure, der erfindungsgemaBe 
Vektor oder die erfindungsgemaBe Zelle eignen sich 
somit zur Therapie, Prophylaxe oder Diagnose von bei- 
spielsweise Tumorerkrankungen, Autoimmunerkran- 
kungen, Entzundungserkrankinngen, Erkrankungen 
des Blutes, insbesonderes des Blutgerinnungs- 
und/oder Blutkreislauf systems, Erkrankungen des Ner- 
vensystems und/oder Infektionserkrankungen. 
[0056] Die Wahl der einzelnen Komponenten richtet 
sich hierbei im allgemeinen nach der Verwendung der 
erfindungsgemaBen Gegenstande. Im folgenden wer- 
den die einzelnen Komponenten und deren Verwendun- 
gen allgemein und beispielhaft naher beschrieben: 
[0057] Fur die Herstellung eines erfindungsgemaBen 
Gegenstandes kann, wie bereits in Figur 3 und 4 bei- 
spielhaft dargestellt, das erfindungsgemaBe Nuklein- 
saurekonstrukt an seinem 5'-Ende mit dem 3'-Ende 
einer Nukleinsaure kodierend fur eine Signalsequenz 
und diese wiederum an ihrem 5'-Ende mit dem 3'-Ende 
einer Promotorsequenz verknupft. 
[0058] Zu den auszuwahlenden Promotorsequenzen 
gehoren beispielsweise uneingeschrankt aktivierbare 
Promotoren und Aktivatorsequenzen, wie beispiels- 
weise der Promotor der RNA-Polymerase III, der Pro- 
motor der RNA-Polymerase II, der CMV-Promotor 
und/oder -Enhancer, der SV40 Promotor; oder virale 
Promotor- und Aktivatorsequenzen, wie beispielsweise 
HBV, HCV, HSV, HPV, EBV, HTLV, HIV. 
[0059] Bei Verwendung des HIV-Promotors wird vor- 
zugsweise die gesamte LTR-Sequenz einschlieBlich 
der TAR-Sequenz [Position < -453 bis > -80, Rosen et 
al., Cell 4J_, 813 (1985)] als virusspezifischer Promotor 
eingesetzt. 

[0060] Andere auszuwahlende Promotorsequenzen 
sind z.B. metabolisch aktivierbare Promotor- und 
Enhancersequenzen, wie beispielsweise der durch 
Hypoxie induzierbare Enhancer, zellzyklusspezifisch 
aktivierbare Promotoren, wie beispielsweise der Pro- 
motor des cdc25C Gens, des cdc25B Gens, des Cyclin 
A Gens, des cdc2 Gens, des B-myb Gens, des DHFR- 
Gens oder des E2F-1 Gens oder aber Bindeseqinenzen 
fur zellzyklusspezifisch auftretende oder aktivierte Tran- 
skriptionsfaktoren. Zu diesen Bindesequenzen gehoren 
beispielsweise Bindesequenzen fur c-myc Proteine. Zu 
diesen Bindesequenzen sind Monomere oder Multi- 
mere der als Myc E-Box bezeichneten Nukleotidse- 
quenz [5'-GGAAGCAGACCACGTGGTCTGCTTCC-3'] 
zu zahlen. 

[0061] Weitere auszuwahlende Promotorsequenzen 
sind z.B. Tetrazyklin aktivierbare Promotoren, wie bei- 
spielsweise der Tetrazyklin-Operator in Kombination mit 
einem entsprechenden Repressor, oder Chimare Pro- 
motoren. Ein chimarer Promotor stellt die Kombination 
einer stromaufwarts gelegenen zellspezifisch, metabo- 
lisch oder virusspezifisch aktivierbaren Aktivatorse- 
quenz mit einem stromabwarts gelegenen 
Promotormodul dar, welches die Nukleotidsequenz 
CDE-CHR oder E2FBS-CHR enthalt, an welche sup- 



pressive Proteine binden, die hierdurch die Aktivierung 
der stromaufwarts gelegenen Aktivatorsequenz in G 0 - 
und Gi -Phase des Zellzyklus hemmen konnen 
(WO96/06943; Lucibello et al., EMBO J. 14, 132 
5 (1995)). 

[0062] Andere auszuwahlende Promotorsequenzen 
sind z.B. zellspezifisch aktivierbare Promotoren, wie 
vorzugsweise Promotoren oder Aktivatorsequenzen 
aus Promotoren oder Enhancern von solchen Genen, 
10 die fur Proteine kodieren, die bevorzugt in ausgewahl- 
ten Zellen gebildet werden. 

[0063] Zum Beispiel sind im Sinne der Erfindung in fol- 
genden Zellen Promotoren fur fblgende Proteine bevor- 
zugt zu verwenden: 

15 [0064] Promotor- und Aktivatorsequenzen, die in 
Endothelzellen aktiviert werden, sind genregulatorische 
Sequenzen aus Genen, die beispielsweise fur folgende 
Proteine kodieren: Hirn-spezifischer, endothelialer Glu- 
cose- 1 -Transporter, Endoglin, VEGF-Rezeptor-1 (flt-1), 

20 VEGF-Rezeptor-2 (flk-1, KDR), til- 1 oder til-2, B61- 
Rezeptor (Eck-Rezeptor), B61, Endothelin, im speziel- 
len Endothelin B oder Endothelin-1 , Endothelin-Rezep- 
toren, insbesondere der Endothelin B-Rezeptor, 
Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren, von Willebrand Fak- 

25 tor, IL-1cc, IL-ip, IL-1-Rezeptor, Vascular Cell Adhesion 
Molecule (VCAM-1) oder synthetische Aktivatorsequen- 
zen, die aus oligomerisierten Bindestellen fur Transkrip- 
tionsfaktoren, die preferentiell oder selektiv in 
Endothelzellen aktivsind, bestehen. Ein Beispiel hierfur 

30 ist der Transkriptionsfaktor GATA-2, dessen Bindestelle 
im Endothelin-1 Gen 5'-TTATCT-3' ist. 
[0065] Promotoren oder Aktivatorsequenzen, die in 
Zellen in Nachbarschaft aktivierter Endothelzellen akti- 
viert werden, sind genregulatorische Sequenzen aus 

35 Genen, die beispielsweise fur folgende Proteine kodie- 
ren: VEGF, wobei die genregulatorischen Sequenzen 
fur das VEGF-Gen die 5' flankierende Region, die 3' 
flankierende Region, das c-Src-Gen oder das v-Src- 
Gen sind, oder Steroid- Hormonrezeptor en und deren 

40 Promotorelemente, insbesondere der Maus-Mammatu- 
mor-Virus-Promotor. 

[0066] Promotoren oder Aktivatorsequenzen, die in 
Muskelzellen, insbesondere glatten Muskelzellen akti- 
viert werden, sind genregulatorische Sequenzen aus 

45 Genen, die beispielsweise fur folgende Proteine kodie- 
ren: Tropomyosin, a-Actin, a-Myosin, Rezeptor fur 
PDGF, Rezeptor fur FGF, MRF-4, Phosphofructokinase 
A, Phosphoglyceratemutase, Troponin C, Myogenen, 
Rezeptoren fur Endothelin A, Desmin, VEGF (s.o.), 

50 "artifizielle" Promotoren, oder Promotoren muskelspezi- 
fischer Transkriptionsfaktoren, wie Faktoren der Helix- 
Loop-Helix (HLH)-Familie (MyoD, Myf-5, Myogenen, 
MRF4) oder das Zinkfingerprotein GATA-4. 
[0067] Die HLH -Proteine sowie GATA-4 zeigen mus- 

55 kelspezifische Transkription nicht nur mit Promotoren 
von muskelspezifischen Genen, sondern auch im hete- 
rologen Kontext, so auch mit artif iziellen Promotoren. 
Derartige artifizielle Promotoren sind beispielsweise 
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multiple Kopien der (DNA) Bindestelle fur muskelspezi- 
fische HLH-Proteine wie der E-Box (Myo D) (z.B. 4x 
AGCAGGTGTTGGGAGGC) Oder multiple Kopien der 
DNA Bindestelle fur GATA-4 des a- Myosin- Heavy Chain 
Gens (z.B. 5'-GGCCGATGGGCAGATAGAGGGGGCC- 5 
GATGGGCAGATAGAGG3') 

[0068] Promotoren und Aktivatorsequenzen, die in 
Gliazellen aktiviert werden, sind z.B. genregulatorische 
Sequenzen, aus Genen, die beispielsweise fur folgende 
Proteine kodieren: das Schwannzell-spezifische Protein w 
Periaxin, Glutaminsynthetase, das Gliazell-spezifische 
Protein (Glial fibrillary acid protein = GFAP), das Glia- 
zellprotein S100b, IL-6, CNTF, 5-HT-Rezeptoren, TNFa, 
IL-10, Insulin-like Growth Factor Receptor I and II Oder 
VEGF (s.o.) is 
[0069] Promotoren und Aktivatorsequenzen, die in 
blutbildenden Zellen aktiviert werden, sind z.B. Promo- 
torsequenzen fur Gene eines Cytokins Oder seines 
Rezeptors, die in blutbildenden Zellen oder in benach- 
barten Zellen, wie beispielsweise dem Stroma, expri- 20 
miert sind. 

[0070] Hierzu gehoren Promotorsequenzen aus 
Genen, die beispielsweise fur folgende Cytokine und 
ihre Rezeptoren kodieren: Stem Cell Factor- Receptor, 
Stem Cell Factor, IL-1a, IL-1-Rezeptor, IL-3, IL-3- 25 
Rezeptor (a-subunit), IL-3-Rezeptor (p-subunit), IL-6, 
IL-6-Rezeptor, GM-CSF, GM-CSF- Rezeptor (a-Kette), 
Interferon Regulatory Factor 1 (IRF-1), wobei der Pro- 
motor von IRF-1 durch IL-6 gleichermaBen aktiviert wird 
wie durch IFNy oder IFNp, Erythropoietin oder Erythro- 30 
poietin-Rezeptor. 

[0071] Promotoren und Aktivatorsequenzen, die in 
Lymphozyten und/oder Makrophagen aktiviert werden, 
sind beispielsweise die Promotor- und Aktivatorsequen- 
zen der Gene kodierend fur Cytokine, Cytokinrezepto- 35 
ren und Adhasionsmolekule und Rezeptoren fur das Fc- 
Fragment von Antikorpern, wie z.B. I L-1 -Rezeptor, IL- 
1a, IL-1p, IL-2, IL-2-Rezeptor, IL-3, IL-3-Rezeptor (a- 
subunit), IL-3-Rezeptor (p-subunit), IL-4, I L-4- Rezeptor, 
IL-5, IL-6, IL-6- Rezeptor, Interferon Regulatory Factor 1 40 
(IRF-1), wobei der Promotor von IRF-1 durch IL-6 glei- 
chermaBen aktiviert wird wie durch IFNy oder IFNp, 
IFNy Responsive Promotor, IL-7, IL-8, IL-10, IL-11, 
IFNy, GM-CSF, GM-CSF-Rezeptor (a-Kette), IL-13, LIF, 
Makrophagen-Colony Stimulating Factor (M-CSF)- 45 
Rezeptor, Typ I und II Makrophagen Scavenger Rezep- 
toren, MAC-1 (Leukozytenfunktionsantigen), LFA-1a 
(Leukozytenfunktionsantigen) oder p1 50,95 (Leukozy- 
tenfunktionsantigen). 

[0072] Promotor- und Aktivatorsequenzen, die in Syn- 50 
ovialzellen aktiviert werden, sind beispielsweise die 
Promotorsequenzen von Genen kodierend fur Matrix- 
Metalloproteinasen (MMP), wie z.B. MMP-1 (interstiti- 
elle Kollagenase), MMP-3 (Stromelysin/Transin) oder 
Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP), wie 55 
TIMP-1,TIMP-2, TIMP-3. 

[0073] Promotoren und Aktivatorsequenzen, die in 
Leinkamiezellen aktiviert werden, sind beispielsweise 



Promotoren von Genen, die fur folgende Proteine kodie- 
ren: HSP-70, bcl-1/cyclin D-1, bcl-2, IL-6, IL-10, TNFa, 
TNFp, HOX-11, BCR-Abl, E2A-PBX-1, PML-RAR (Pro- 
myelocytic Leukemia - Retinoic Acid Receptor) oder c- 
myc, wobei c-myc-Proteine an und aktivieren Multimere 
der als Myc E-Box bezeichneten Nukleotidsequenz (5 - 
GGAAGCAGACCAGCTGGTCTGCTTCC-3') binden. 
[0074] Promotoren oder Aktivatorsequenzen, die in 
Tumorzellen aktiviert werden, sind z.B. genregulatori- 
sche Nukleotidsequenzen, mit der Transkriptionsfakto- 
ren, gebildet oder aktiv in Tumorzellen, interagieren. 
[0075] Im Sinne dieser Erfindung zahlen zu den 
bevorzugten Promotoren oder Aktivatorsequenzen gen- 
regulatorische Sequenzen bzw. Elemente aus Genen, 
die besonders in Krebszellen oder Sarkomzellen gebil- 
dete Proteine kodieren. So wird bei kleinzelligen Bron- 
chialkarzinomen bevorzugt der Promotor des N-CAM- 
Proteins, bei Ovarialkarzinomen der Promotor des 
"Hepatitis growth factor"- Rezeptors oder des L-Plastin 
und bei Pankreaskarzinomen der Promotor des L-Plast- 
ins oder des polymorphen epithelialen Mucins (PEM) 
verwendet. 

[0076] Ein wesentlicher Vorteil der vorliegenden Erfin- 
dung ist, daB durch die Verknupfung der einzelnen 
Komponenten eine heterodimere Assoziation begiin- 
stigt wird, so daB iiberwiegend einzelkettige, mehrfach- 
antigenbindende Molekule entstehen. Ferner wird die 
Dissoziation der Dimere, wie es bereits fur scFv-Frag- 
mente gezeigt werden konnte (s. z.B. Glockshuber et 
al., Biochem. 29, 1362 - 1367, 1990) reduziert. Somit 
konnen die erfindungsgemaBen Molekule weniger auf- 
wendig und in homogenerer Form hergestellt werden 
als die sogenannten „Diabodies", selbst wenn diese 
disulfidstabilisiert sind oder in Form von „knob-into- 
hole-Diabodies" vorliegen. 

[0077] Desweiteren ist fur die Herstellung des 
erfindungsgemaBen Molekuls nur eine Signalsequenz 
und eine Ribosomenbindestelle (RBS) notwendig. Im 
Gegensatz hierzu werden bei den erfindungsgemaBen 
„Diabodies" fur jede Kette eine Signalsequenz und eine 
RBS benotigt. Ein weiterer Vorteil der vorliegenden 
Erfindung ist, daB bei den erfindungsgemaBen Moleku- 
len aquimolare Mengen der variablen Domanen expri- 
miert werden, wahrend bei der Expression der zwei 
Ketten von „Diabodies" nicht aquimolare Mengen ent- 
stehen konnen und dadurch der Anteil an nichtfunktio- 
nellen Homodimeren erhoht wird. 
[0078] Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen 
Molekuls ist, daB es sich einfach und in funktioneller 
Form sowohl in Bakterien wie auch in Hefen, Baculovi- 
ren sowie eukaryotischen Zellen exprimieren lassen. 
Zudem besteht neben der Sekretion der erfindungs- 
gemaBen Molekule die Moglichkeit, diese auch intrazel- 
lular bzw. membranstandig zu exprimieren (s. z.B. 
Biocca &Cattaneo, Trends Cell Biol. 5, 248 - 252 
(1995)). 

[0079] Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaBen 
Molekule ist, daB sie sowohl als Diagnostikum, als auch 
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als Wirkstoff zur Prophylaxe und/oder Therapie einer 
Erkrankung, wie bispezifische Antikorper, breit einsetz- 
bar sind. 

[0080] Die Gene von Effektoren und Promotorsequen- 
zen sind im Hinblick auf die gewiinschte Anwendung s 
und unter Beriicksichtigung der zu transduzierenden 
Zielzelle auszuwahlen. Beispielsweise sind bei folgen- 
den Erkrankungen folgende Kombinationen von Promo- 
torsequenzen und Gene fur Effektoren zu wahlen: 

10 

Therapie von Tumoren 

[0081 ] Fur die Therapie von Tumoren dienen als Ziel- 
zellen beispielsweise proliferierende Endothelzellen, 
Oder der Endothelzelle benachbarte Stromazellen und 15 
Muskelzellen, oder Tumorzellen oder Leukamiezellen, 
als Promotoren beispielsweise endothelzellspezifische 
und zellzyklusspezifische, oder zellunspezifische oder 
muskelzellspezifische und zellzyklusspezifische, oder 
tumorzellspezifische (solide Tumoren, Leukamien) und 20 
zellzyklusspezifische Promotoren, und als Effektoren 
beispielsweise folgende Gene: 

[0082] Gene von Inhibitoren der Zellproliferation sind 
zum Beispiel vom Retinoblastomprotein (pRb=p110) 
oder die verwandten p107 und p130 Proteine. Das 25 
Retinoblastomprotein (pRb/p110) und die verwandten 
p107 und p130 Proteine werden durch Phosphorylie- 
rung inaktiviert. Bevorzugt sind solche Gene von Zellzy- 
klusinhibitoren zu verwenden, welche Mutationen fur 
die Inaktivierungsstellen der exprimierten Proteine auf- 30 
weisen, ohne daf3 diese hierdurch in ihrer Funktion 
beeintrachtigt werden. Beispiele fur diese Mutationen 
wurden beschrieben fur das p110. In analoger Weise 
wird die DNA-Sequenz fur das p107 Protein oder das 
p130 Protein mutiert. Desweiteren ist das Gen vom p53 35 
Protein geeignet. Das Protein p53 wird in der Zelle ent- 
weder durch Bindung an spezielle Proteine, wie bei- 
spielsweise MDM2, oder durch Oligomerisierung des 
p53 Liber das dephosphorylierte C-terminale Serin inak- 
tiviert. Bevorzugt wird somit eine DNA-Sequenz fur ein 40 
p53 Protein verwendet, welches C-terminal um das 
Serin 392 verkurzt ist. Weitere geeignete Gene sind das 
Gen vom p21 (WAF-1), vom p16 Protein, von anderen 
cdk-lnhibitoren, vom GADD45 Protein oder vom bak 
Protein. 45 
[0083] Gene von Gerinnung induzierenden Faktoren 
und Angiogeneseinhibitoren sind zum Beispiel vom 
Plasminogenaktivatorinhibitor-1 (PAI-1), PAI-2, PAI-3, 
Angiostatin, Interferone (IFNoc, IFNp oder IFNy), Platelet 
factor 4, IL-12, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, Leukemia Inhi- so 
bitory Factor (LIF) oder Tissue Factor (TF) und dessen 
gerinnungsaktive Fragmente. 

[0084] Gene von zytostatischen und zytotoxischen 
Proteinen, sind zum Beispiel vom Perforin, Granzym, IL- 
2, IL-4, IL-12, Interferone, wie beispielsweise IFN-a P 55 
IFNp oder IFNy, TNF, wie TNFa oder TNFp, Oncostatin 
M, Sphingomyelinase oder Magainin und Magainin- 
Derivate. 



[0085] Gene von Induktoren von Entzundungen sind 
zum Beispiel vom IL-1, IL-2, RANTES (MCP-2) mono- 
cyte chemotactic and activating factor (MCAF), IL-8, 
macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1a, -p), neu- 
trophil activating protein-2 (NAP-2), IL-3, IL-5, human 
leukemia inhibitory factor (LIF), IL-7, IL-1 1, IL-13, GM- 
CSF, G-CSF, M-CSF, Cobra venom factor (CVF) oder 
Teilsequenzen vom CVF, welche dem menschlichen 
Komplementfaktor C3b funktionell entsprechen, d.h. 
welche an den Komplementfaktor B binden konnen und 
nach Spaltung durch den Faktor D eine C3 Konvertase 
darstellen, menschlichen Komplementfaktor C3 oder 
seine Teilsequenz C3b, von Spaltprodukten des 
menschlichen Komplementfaktors C3, welche funktio- 
nell und strukturell dem CVF ahneln, oder von bakteriel- 
len Proteinen, welche Komplement aklivieren oder 
Entzundungen auslosen, wie beispielsweise Porine von 
Salmonella typhimurium, "clumping" Faktoren von Sta- 
phylococcus aureus, Moduline besonders von gram- 
negativen Bakterien, "Major outer membrane protein" 
von Legionellen oder von Haemophilus influenza Typ B 
oder von Klebsiellen oder M-Molekule von Streptokok- 
ken Gruppe G. 

[0086] Gene von Enzymen fur die Aktivierung von Vor- 
stufen von Zytostatika, sind zum Beispiel von Enzymen, 
welche inaktive Vorsubstanzen (Prodrugs) in aktive 
Zytostatika (Drugs) spalten. Derartige Substanzen und 
die jeweils zugehorigen Prodrugs und Drugs sind 
bereits von Deonarain et al. (Br. J. Cancer 70, 786 
(1994)), Mullen (Pharmac. Ther 63, 199 (1994)) und 
Harris et al. (Gene Ther 1, 170 (1994)) ubersichtlich 
beschrieben worden. Beispielsweise kann die DNA- 
Sequenz eines der folgenden Enzyme zu verwenden: 
Herpes Simplex Virus thym id in kinase, Varizella Zoster 
Virus Thymidinkinase, bakterielle Nitroreduktase, bak- 
terielle p-Glucuronidase, pflanzliche p-Glucuronidase 
aus Secale cereale, humane p-Glucuronidase, humane 
Carboxypeptidase (CB) zum Beispiel CB-A der Mast- 
zelle, CB-B des Pankreas oder bakterielle Carboxypep- 
tidase, bakterielle p-Laktamase, bakterielle 
Cytosinedeaminase, humane Katalase bzw. Peroxid- 
ase, Phosphatase, im besonderen humane alkalische 
Phosphatase, humane saure Prostataphosphatase 
oder Typ 5 saure Phosphatase, Oxidase, im besonde- 
ren humane Lysyloxidase oder hinmane saure D-Ami- 
nooxidaseperoxidase, im besonderen humane 
Glutathionperoxidase, hinmane eosinophile Peroxidase 
oder humane Schilddrusenperoxidase, p-Galaktosidase 
oder a-Galaktosidase. Besonders bevorzugt ist eine p- 
Galaktosidase zur Umwandlung des Prodrug 
Daunomycin-p-D-galaktopyranosid in das Zytostatikum 
Daunomycin. 

Therapie von Autoimmunerkrankunqen und Entzundun- 
gen 

[0087] Fur die Therapie von Autoimmun erkrankungen 
und Entzundungen dienen als Zielzellen beispielsweise 
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proliferierende Endothelzellen oder Makrophagen 
und/oder Lymphozyten oder Synovialzellen, als Promo- 
toren beispielsweise endothelzellspezif ische und zellzy- 
klusspezifische, oder makrophagen- und/oder 
lymphozytenspezif ische und/oder zellzyklusspezifi- 
sche, oder synovialzellspezifische und/oder zellzyklus- 
spezifische Promotoren, und als Effektoren 
beispielsweise folgende Gene: 

[0088] Gene fur die Therapie von Allergien sind zum 
Beispiel von IFNp, IFNy, IL-10, Antikorper bzw. Antikor- 
perfragmenten gegen IL-4, loslichen IL-4-Rezeptoren, 
IL-12 oder TGFp. 

[0089] Gene fur die Verhinderung der AbstoBung von 
transplant erten Organen sind zum Beispiel von IL-10, 
TGFp, loslichen IL-1-Rezeptoren, loslichen IL-2-Rezep- 
toren, IL-1-Rezeptorantagonisten oder losliche IL-6- 
Rezeptoren. 

[0090] Gene fur die Therapie von Antikdrper-mediier- 
ten Autoimmunerkrankungen sind zum Beispiel von 
TGFp, IFNa, IFNp, IFNy, IL-12, loslichen IL-4-Rezepto- 
ren, loslichen IL-6-Rezeptoren, immunsuppressiven 
Antikorpern oder deren V H und V L -enthaltende Frag- 
mente. 

[0091] Gene fur die Therapie von zellmediierten Auto- 
immunerkrankungen sind zum Beispiel von IL-6, IL-9, 
IL-10, IL-13, TNFa oder TNFp, IL-13, einem immunsup- 
pressiven Antikorper oder dessen V H - und V L -enthal- 
tende Fragmente. 

[0092] Gene von Inhibitoren der Zellproliferation, zyto- 
statische oder zytotoxische Proteine und Enzyme fur 
die Aktivierung von Vorstufen von Zytostatika sind 
bereits oben naher beschrieben worden. 
[0093] Gene fur die Therapie der Arthritis sind bei- 
spielweise Struktinrgene, deren exprimiertes Protein 
die Entzundung beispielsweise im Gelenk direkt oder 
indirekt hemmt und/oder die Rekonstitution von extra- 
zellularer Matrix (Knorpel, Bindegewebe) im Gelenk for- 
dert. 

[0094] Hierzu gehoren zum Beispiel IL-1-Rezeptor- 
antagonist (IL-1-RA), da IL-1-RAdie Bindung von IL-1a, 
p inhibiert; loslicher IL-1-Rezeptor; da loslicher IL-1- 
Rezeptor IL-1 bindet und inaktiviert; IL-6, da IL-6 die 
Sekretion von TIMP und Sinperoxiden erhoht und die 
Sekretion von IL-1 und TNFa durch Synovialzellen und 
Chondrozyten vermindert; loslicher TNF-Rezeptor, da 
loslicher TNF-Rezeptor TNF bindet und inaktiviert; IL-4, 
da IL-4 die Bildung und Sekretion von IL-1, TNFa und 
MMP inhibiert; IL-10, da IL-10 die Bildung und Sekre- 
tion von IL-1, TNFoc und MMP inhibiert und die Sekre- 
tion von TIMP erhoht; Insulin-like growth factor (IGF-1), 
da IGF-1 die Synthese von extrazellularer Matrix stimu- 
liert; TGFp, im speziellen TGFpi und TGFp2, da TGFp 
die Synthese von extrazellularer Matrix stimuliert; 
Superoxiddismutase oder TIMP, im speziellen TIMP-1, 
TIMP-2 oder TIMP-3. 



Therapie des blutbildenden Systems 

[0095] Fur die Therapie der mangelhaften Bildung von 
Zellen des Blutes dienen als Zielzellen beispielsweise 

5 proliferierende, unreife Zellen des blutbildenden 
Systems oder Stromazellen benachbart den blutbilden- 
den Zellen, als Promotoren beispielsweise fur blutbil- 
dende Zellen spezifische und/oder 
zellzyklusspezif ische, oder zellunspezif ische und zellzy- 

w Wusspez if ische Promotoren, und als Effektoren bei- 
spielsweise folgende Gene: Gene fur die Therapie der 
Anamie sind zum Beispiel vom Erythropoietin. 
[0096] Gene fur die Therapie der Leukopenie sind 
zum Beispiel vom G-CSF, GM-CSF oder M-CSF. 

15 [0097] Gene fur die Therapie der Thrombozytopenie 
sind zum Beispiel vom IL-3, Leukemia Inhibitory Factor 
(LIF), IL-1 1 oder Thrombopoietin. 

Therapie des Nervensystems 

20 

[0098] Fur die Therapie von Schaden des Nervensy- 
stems dienen als Zielzellen beispielsweise Gliazellen 
oder proliferierende Endothelzellen, als Promotoren 
beispielsweise Gliazell-spezifische und zellzyklusspezi- 
25 fische oder Endothelzellspezifische und zellzyklusspe- 
zifische, oder unspezifische und zellzyklusspezifische 
Promotoren, und als Effektoren beispielsweise folgende 
Gene: 

[0099] Gene fur neuronale Wachstumsfaktoren sind 
30 zum Beispiel vom FGF, Nerve growth factor (NGF), 
Brain -derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotro- 
phin-3 (NT-3), Neurotrophin-4 (NT-4) oder Ciliary neuro- 
trophic factor (CNTF). 

[0100] Gene fur Enzyme sind zum Beispiel Gene der 
35 Tyrosinhydroxylase oder Dopadecarboxylase. 

[0101] Gene fur Cytokine und deren Inhibitoren, wel- 
che die neurotoxische Wirkung von TNFa inhibieren 
oder neutralisieren, sind zum Beispiel vom TGFp; von 
loslichen TNF-Rezeptoren, da TNF-Rezeptoren TNFa 
40 neutralisieren; von IL-1 0, da IL-10 die Bildung von IFNy, 
TNFa, IL-2 und IL-4 inhibiert; von loslichen IL-1-Rezep- 
toren wie IL-1-Rezeptor I oder IL-1-Rezeptor II, da losli- 
che IL-1-Rezeptoren die Aktivitat von IL-1 
neutralisieren; vom IL-1 -Rezeptor- Antagonist oder von 
45 loslichen IL-6-Rezeptoren. 

Therapie des Blutgerinnungs- und Blutkreislauf systems 

[01 02] Fur die Therapie von Storungen des Blutgerin- 
50 nungs- und Blutkreislaufsystems dienen als Zielzellen 
beispielsweise Endothelzellen, proliferierende Endo- 
thelzellen, somatische Zellen in Nachbarschaft von 
Endothelzellen und glatte Muskelzellen oder Makropha- 
gen, als Promotoren beispielsweise zellunspezifische 
55 und zellzyklusspezifische, oder fur Endothelzellen, 
glatte Muskelzellen oder Makrophagen spezifische und 
zellzyklusspezifische Promotoren, und als Effektoren 
beispielsweise folgende Gene: 
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[0103] Gene fur die Inhibition der Gerinnung oder fur 
die Forderung der Fibrinolyse sind zum Beispiel vom 
Tissue Plasminogen Activator (tPA), Urokinase-type 
Plasminogen Activator (uPA), von Hybriden von tPA und 
uPA, vom Protein C, Hirudin, von Serin Proteinase Inhi- 5 
bitoren (Serpine), wie beispielsweise C-1S-lnhibitor, cc1 
-Antitrypsin oder Antithrombin III, oder vom Tissue Fac- 
tor Pathway Inhibitor (TFPI). 

[0104] Gene fur die Forderung der Gerinnung sind 
zum Beispiel vom F VIII, F IX, von Willebrand factor, F 10 
XIII, PAI-1, PAI-2 oder Tissue Factor and Fragmente 
hiervon. 

[0105] Gene fur Angiogenesefaktoren sind zum Bei- 
spiel vom VEGF oder FGF. 

[0106] Gene fur die Blutdrucksenkung sind zum Bei- 15 
spiel vom Kallikrein oder Endothelzell "nitric oxide synt- 
hase". 

[0107] Gene fur die Inhibition der Proliferation von 
glatten Muskelzellen nach Verletzungen der Endothel- 
schicht sind zum Beispiel von einem antiproliferative^ 20 
zytostatischen oder zytotoxischen Protein oder von 
einem Enzym zur Aufspaltung von Vorstufen von Zyto- 
statika in Zytostatika, wie bereits oben aufgefuhrt, oder 
von einem Fusionsprotein eines dieser Wirkstoffe mit 
einem liganden, beispielsweise einem Antikorper oder 25 
AntikOrperfragmenten, der fur Muskelzellen spezifisch 
ist. 

[01 08] Gene fur weitere Blutplasmaproteine sind zum 
Beispiel vom Albumin, C1-lnaktivator, Serum Choline- 
sterase, Transferrin oder 1 -Antitrypsin. 30 

Prophylaxe. und/oder Therapie von Infektionserkran- 
kunaen 

[0109] Fur Impfungen dienen als Zielzellen beispiel- 35 
weise Muskelzellen oder Makrophagen und/oder Lym- 
phozyten, als Promotoren beispielsweise unspezifische 
und zellzyklusspezifische oder zielzellspezifische und 
zellzyklusspezifische Promotoren, und als Effektoren 
beispielsweise Gene fur die Prophylaxe von Infektions- 40 
erkrankungen 

[01 1 0] Als Wirksubstanz wird im allgemeinen die DNA 
eines vom Infektionserreger gebildeten Proteins ausge- 
wahlt, welches durch Auslosen einer Immunreaktion, 
d.h. durch Antikorperbindung und/oder durch zytotoxi- 45 
sche T-Lymphozyten, zur Neutralisierung und/oder zur 
Abtotung des Erregers fuhrt. Derartige sogenannte 
Neutral isationsantigene werden als Impfantigene 
bereits angewandt (siehe z.B. Ellis, Adv. Exp. Med. Biol. 
327,263 (1992). 50 
[0111] Bevorzugt im Sinne der Erfindung ist eine 
Nukleinsaure kodierend fur Neutralisationsantigene fol- 
gender Erreger: Influenza A-Virus, HIV, Tollwut- Virus, 
HSV (Herpes Simplex Virus), RSV (Respiratory Syn- 
cytial Virus), Parainfluenza-Virus, Rotavirus, VZV (Vari- 55 
zella Zoster Virus), CMV (Cytomegalo- Virus), Masern- 
Virus, HPV (Humanes Papillomvirus), HBV (Hepatitis B- 
Virus), HCV (Hepatitis C-Virus), HDV (Hepatitis D- 



Virus), HEV (Hepatitis E-Virus), HAV (Hepatitis A- 
Virus), Vibrio Cholera-Antigen, Borrelia burgdorferi, 
Helicobacter pylori oder Malaria-Antigen. 
[0112] Zu derartigen Wirksubstanzen im Sinne der 
vorliegenden Erfindung gehort auch die DNA eines 
Antiidiotyp-Antikdrpers oder seiner Antigen-bindenden 
Fragmente, dessen Antigenbindungsstrukturen (die 
"complementary determining regions") Kopien der Pro- 
tein- oder Kohlenhydratstruktur des Neutralisationsanti- 
gens des Infektionserregers darstellen (s.o.). 
[01 1 3] Derartige Antiidiotyp-Antikorper und ihre Spalt- 
produkte konnen besonders Kohl en hydratanti gene bei 
bakteriellen Infektionserregern ersetzen und sind bei- 
spielsweise bei Hawkins et al. (J. Immunother. 14, 273 
(1 993)) und Westerink und Apicella (Springer Seminars 
in Immunopathol. 15, 227 (1993)) ubersichtlich 
beschrieben. 

[0114] Andere Effektoren sind beispielsweise Gene 
von "Tumorvakzinen". Hierzu gehoren Antigene auf 
Tumorzellen, wie zum Beispiel von Sedlacek et al., Con- 
trib. to Oncol. 32, Karger Verlag, Munchen (1988) und 
Contrib. to Oncol 43, Karger Verlag, Munchen (1992) 
ubersichtlich dargestellt. 

[01 1 5] Weitere Beispiele stellen die Gene von folgen- 
den Antigene bzw. von folgenden Antiidiotypantikorper 
dar: Sialyl Lewis; Peptide auf Tumoren, welche von T- 
Zellen erkannt werden; von Onkogenen exprimierte 
Proteine; Blutgruppenantigene und deren Vorlaufer; 
Antigene auf dem polymorphen epithelialen Mucin; 
oder Antigene auf Heat Shock Proteinen. 
[01 1 6] Fur die Therapie von chronischen Infektionser- 
krankungen dienen als Zielzellen beispielweise Leber- 
zellen, Lymphozyten und/oder Makrophagen, 
Epithelzellen oder Endothelzellen, als Promotoren 
bespielsweise virusspezifische oder zellspezif ische und 
zellzyklusspezifische Promotoren, und als Effektoren 
beispielsweise folgende Gene: 

[01 1 7] Gene, kodierend fur ein Protein, welches zyto- 
statische, apoptotische oder zytotoxische Wirkungen 
aufweist, oder kodierend fur ein Enzym, welches eine 
Vorstufe einer antiviralen oder zytotoxischen Substanz 
in die aktive Substanz spaltet. 

[0118] Gene kodierend fur antivirale Proteine, wie 
antiviral wirksame Cytokine und Wachstumsfaktoren 
wie beispielsweise IFNa, IFNp, IFN-y, TNFp, TNFa, IL- 
1 oder TGFp, oder Antikorper einer Spezifitat, die das 
jeweilige Virus inaktiviert oder dessen V H und V L ent- 
haltende Fragmente oder dessen tiber einen Linker ver- 
bundene V H und V L Fragmente, wie bereits 
beschrieben. Antikorper gegen Virusantigene sind bei- 
spielsweise: anti HBV, anti HCV, anti HSV, anti HPV, anti 
HIV, anti EBV, anti HTLV, Anti Coxsackie Virus oder anti 
Hantaan Virus. 

[0119] Ein anderes antiviral wirkendes Protein ist ein 
Rev bindendes Protein. Diese Proteine binden an die 
Rev-RNA und inhibieren Rev-abhangige posttranskrip- 
tionelleStufender Retrovirus-Genexpression. Beispiele 
fur Rev-bindende Proteine sind: RBP9-27, RBP1-8U, 
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RBP1-8D oder Pseudogene von RBP1-8. 
[0120] Gene kodierend fur antibaklerielle Proteine, 
wie beispielsweise Antikorper, die bakterielle Toxine 
neutralisieren oder Bakterien opsonieren. Beispiels- 
weise gehdren hierzu Antikorper gegen Meningokokken 
C oder B, E. coli, Borrelia, Pseudomonas, Helicobacter 
pylori oder Staphylococcus aureus. 
[0121] Die folgenden Figuren und Beispiele sollen die 
Erfindung naher erlautem, ohne sie darauf zu 
beschranken. 

Beschreibung der Figuren 



[0122] 

Fig. 1 

Fig. 2 

Fig. 3 und Fig. 5 
Fig. 4 
Fig. 6 



Fig. 7 



Fig. 8 A 



beschreibt schematisch den Auf- 
bau eines einzelkettigen, zwei- 
fachantigenbindenden Molekuls 
beschreibt schematisch ein einzel- 
kettiges, zweifach-antigenbinden- 
des Molekul mit Effektor. 
beschreiben schematisch Nuklein- 
saurekonstrukte kodierend fur ein 
einzelkettiges, zweifach-antigen- 
bindendes Molekul 
beschreibt schematisch ein Nukle- 
insaurekonstrukt kodierend fur ein 
einzelkettiges, zweifach-antigen- 
bindendes Molekul mit Effektor. 
zeigt die Rekrutierung der p- 
Galaktosidase an plastikgebunde- 
nem CEAdurch das erfindungsge- 
maBe einzelkettige, zweifach- 
antigenbindende Protein (scDb- 
CEAGal) im Vergleich zu Diabo- 
dies gegen CEA und E. coli p- 
Galaktosidase (CEAGal). Als 
negative Kontrolle wude eine 
Mikrotiterplatte mit BSA beschich- 
tet. 

zeigt die Rekrintierung der p- 
Galaktosidase durch scDb-CEA- 
Gal, welches von Saugerzellen 
sekretiert wurde, wobei verschie- 
dene Mengen an scDb-CEAGal 
und p-Galaktosidase in CEA- 
beschichteten Mikrotiterplatten 
eingesetzt wurden. Als Substrat 
wurde o-Nitrophenyl-p-D-galacto- 
pyranosid eingesetzt. Als negative 
Kontrolle wurde eine Mikrotiter- 
platte mit BSA beschichtet. 
zeigt das Absterben von LoVo-Zel- 
len in Anwesenheit des 
erfindungsgemaGen einzelketti- 
gen, zweifach-antigenbindenden 
Proteins (scDb), p-Galaktosidase 
(p-Gal), Daunomycin-p-D-galakto- 
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pyranosid (prodrug) und/oder 

Daunomycin (drug). 

zeigt Kontrollexperimente mit 

einer CEA-negativen Zellinie 

(A549). 



Fig. 8 B 

Beispiele: 
Beispiel 1 



[0123] Herstellung und bakterielle Expression eines 
einzelkettigen, zweifach-antigenbindenden Proteins 
[0124] Die Herstellung eines einzelkettigen, zweifach- 
antigenbindenden Proteins wird am Beispiel eines Pro- 
teins, das die Antigene "Carcinoembryonic Antigen" 
(CEA) und E. coli p-Galaktosidase erkennt, dargestellt: 
[0125] Folgende DNA-Sequenzen wurden in Richtung 
5' zu 3' wie folgt zusammengefugt: 

LacZ-Promotor 

bakterielle, ribosomale Bindestruktur (AAGGAG) 
bakterielle Signalsequenz pelB (Power et al., Gene 
113,95-99(1992)) 

VH-anti-CEA (Kontermann et al., Immunotechnol. 
3, 137(1997)) 

- Linker GGGS (Kontermann et al., (1997)) 
VL-anti-p-Galaktosidase (Kontermann et al., 
(1997)) 

- verbindendes Peptid GGGGSGGRASGGGGS 
VH-anti-p-Galaktosidase (Kontermann et al., 
(1997)) 

Linker GGGGS 

- VL-anti-CEA (Kontermann et al., (1997)) 

- Myc-Epitop fur Antikorper 9E10 EQKLISEEDLN 
(Munro & Pelham, Cell 46, 291-300 (1986)) 
Polyhistidin HHHHHH zur Reinigung mittels IMAC 
(Kontermann et al., (1997)) 

[0126] Die Verknupfung des Konstrukts wurde uber 
geeignete Restriktionsstellen, die uber PCR-Amplifika- 
tion an den Termini der verschiedenen DNA-Sequenzen 
mitgefuhrt wurden, ermoglicht (Kontermann et al., 
Immunotechnol. 3, 137 (1997)). 
[0127] Die Verknupfung erfolgte mit Hilfe von dem 
Fachmann bekannten, fur die Restriktionsstellen spezi- 
fischen Enzyme und DNA-ligasen. Die Enzyme sind 
kauflich zu erwerben. Das Konstrukt wurde in den bak- 
teriellen Expressionsvektor pAB1 (Kontermann et al., 
(1997)) einkloniert. 

[0128] Fur die Klonierung wurden die Oligonukleotid- 
Primer LMB2 und LMB3 (Kontermann, R.E. (1997), 
supra) sowie 

VK-NotFor: 5'-TTG TTC TGC GGC CGC CCG TTT 
CAG CTG CAG CTT GGT GCC AGC ACC-3', 
scDb-AscBack: 5'-TGC ATG CTA GGG CGC GCC 
TCG GGC GGA GGT GGC TCA CAG GTG CAG 
CTG GTG CAA TCT GG-3\ 
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scDb-AscForK: GCT CGG TAA GGC GCG CCC 
AGC GCT GCC ACC GCC TCC ACC TAG GAC 
GGT CAG CTT GGT CCC-3'und 
pelB-Metminus: 5'-TTA CTC GCG GCC CAG CCG 
GCC ACG GCC CAG GT-3' verwendet. 

[0129] Hierzu wurden aus dem Diabody CEAGal 
(Kontermann, R.E. (1997)) mit Hilfe der Primer LMB2 
und LMB3 die Fragmente VHB-VLA (Fragment 1) und 
VHA-VLB (Fragment 2) amplifiziert und Gel-gereinigt. 
Fragment 1 wurde anschlieBend mit den Primern VK- 
NotFor und scDb-AscBack amplifiziert, urn eine Ascl- 
Stelle und 7 Aminosauren des linkers einzufiihren. 
Fragment 2 wurde mit den Primern LMB3 und scDb- 
AscForX amplifiziert, urn eine Ascl-Stelle und 8 Amino- 
sauren des Linkers einzufiihren. Die Fragmente wurden 
mit AscI und Notl (Fragment 1) und Sfil und AscI (Frag- 
ment 2) hydrolysiert und in den bakteriellen Expressi- 
onsvektor pAB1 (Kontermann, R.E. (1997)) kloniert. 
Das resultierende Insert kodiert ein einzelkettiges Poly- 
peptid, worin VHA-VLB liber einen 15 aminosaurelan- 
gen Linker mit der Sequenz GGGGSGGRASGGGGS 
an VHB-VLA gebunden ist. 

[0130] Das Plasmid wurde anschlieBend in TG1 -Bak- 
terien eingefiihrt und diese mit den dem Fachmann 
gelaufigen Methoden kultiviert (Kontermann et al., 
(1997)). 

[0131] Die Bakterien wurden aufgeschlossen und das 
einzelkettige, zweifach-antigenbindende Protein durch 
immobilisierte Metallaffinitatschromatographie (IMAC) 
(Hochuli et al., Bio/Techn. 6, 1321-1325(1988)) aus der 
periplasmatischen Preparation gereinigt. Details dieser 
Methode sind bei Kontermann et al., (1997) beschrie- 
ben. 

[0132] Das gereinigte Protein hat ein Molekularge- 
wicht von 60 kDa, wie durch SDS-Polyacrylamidgel- 
elektrophorese und Gelfiltration gezeigt wurde. Etwa 
200-300 |ig dieses Molekuls konnten pro liter Bakterien- 
kultur gereinigt werden. Das bakteriell exprimierte, ein- 
zelkettige, zweifach-antigenbindende Protein reagierte 
im ELISA mit CEA sowie p-Galaktosidase und war in 
der Lage, das Enzym zu plastikgebundenem CEA zu 
rekrutieren, wie anhand der Konversion von o-Nitrophe- 
nyl-p-D-galaktopyranosid gezeigt werden konnte (Fig. 
6). Weiterhin konnte dieses einzelkettige, zweifach-anti- 
genbindende Protein lebende wie auch fixierte CEA- 
exprimierende LoVo-Zellen durch Rekrintierung von p- 
Galaktosidase und Umsatz des Substrats 5-Bromo-4- 
chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid (X-Gal) anfar- 
ben. Hierzu wurden LoVo-Zellen mit 10 [ig/ml des ent- 
sprechenden antigenbindenden Proteins mit 10 |ug/ml 
p-Galaktosidase und X-Gal (0,8 mg/ml in PBS, 3mM- 
Kaliumeisen(lll)-cyanid 3mM Kali umei sen (I I) -cyan id) 
inkubiert. Keine Farbung war mit verschiedenen Kon- 
trollzellen (A549, HEK293) bzw. mit einem Diabody 
gegen HLihnereilysozym und p-Galaktosidase (HELGal; 
Kontermann et al., (1997)) zu beobachten. 



Beispiel 2 

Eukaryotische Expression eines einzelkettigen, zwei- 
fach-antigenbindenden Proteins 

5 

[0133] Fur die Expression in eukaryotischen Zellen 
wurde die kodierende Region des einzelkettigen, zwei- 
fach-antigenbindenden Proteins in einen eukaryoti- 
schen Expressionsvektor kloniert (pSecTagA, 
10 Invitrogen), wobei die bakterielle Signalsequenz durch 
die Ig-K-Signalsequenz, die bereits im Vektor enthalten 
ist, ersetzt wurde. 

[0134] Hierzu wurde das einzelkettige Konstrukt mit 
den Primern LMB2 und pelB-Metminus amplifiziert, 

15 wodurch Methionin des pelB-Leaders (Position 21) 
durch Threonin ersetzt wurde. AnschlieBend wurde mit 
Sfil und EcoRI hydrolysiert und in den Vektor pSecTagA 
kloniert. Das reife einzelkettige antigenbindende Pro- 
tein enthalt 7 zusatzliche Aminosauren (AAQPATA) am 

20 N-Terminus der VHA-Domane. 

[0135] Das Plasmid wurde mit Lipofectamin (Gibco) 
transient in eukaryotischen HEK 293 Zellen transf iziert. 
Stabile Zellen wurden in Gegenwart von Zeocin selek- 
tiert. Mit diesen Zellen konnte in Immunof luoreszenzex- 

25 perimenten eine Anfarbung des endoplasmatischen 
Retikulums ER und des Golgi-Apparates nachgewiesen 
werden. Ferner konnte die Sekretion des einzelkettigen, 
zweifach-antigenbindenden Proteins durch Immunpra- 
zipitation eines 60 kDa Proteins aus dem Uberstand 35 

30 S-Metmarkierter Zellen sowie durch Reinigung mittels 
immobilisierter Metal laffinitatschromatographie (IMAC) 
nachgewiesen werden. Das gereinigte Protein ist funk- 
tionell in der Bindung von p-Galaktosidase und CEA- 
beschichteten Mikrotiterplatten bzw. der Rekrutierung 

35 von p-Galaktosidase zu plastikgebundenem CEA aktiv 
(Fig. 7). 

Beispiel 3 

40 In vitro Enzymrekrutierung durch Kokultivierung mit ein- 
zelkettigen, zweifachantigenbindendem Protein sezer- 
nierenden Zellen 

[0136] Durch Kokultivierung von das einzelkettige, 
45 zweifach-antigenbindende Protein produzierenden 
HEK 293-Zellen und CEA-positiven LoVo-Zellen wurde 
die Rekrutierung in vitro untersucht. Dazu wurden 
zunachst die das erfindungsgemaBe Protein produzie- 
renden Zellen mit den LoVo-Zellen in Transwell-Zellkul- 
50 turschalen (Costar), bei denen die beiden Zellinien 
durch eine Membran getrennt sind, kultiviert. Nach zwei 
Tagen wurde p-Galaktosidase (1 0 |ug/ml) dazugegeben 
und die Rekrutierung durch Zugabe des Substrates X- 
Gal nachgewiesen. Eine spezifische Farbung war bei 
55 Kokultivierung mit den das einzelkettige, zweifach-anti- 
genbindende Protein produzierenden Zellen festzustel- 
len, wahrend Kontrollexperimente mit nicht 
transfizierten HEK 293-Zellen keine Farbung zeigten. 
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[0137] Ebenfalls negativ waren Experimente, bei 
denen die LoVo-Zellen durch A549-Zellen (CEA-nega- 
tiv) ersetzt wurden, bzw. Experimente, bei denen die 
das einzelkettige, zweifach-antigenbindende Protein 
produzierenden Zellen mit Enzym und Substrat inku- 
biert wurden. Letzteres verdeutlicht, daB die das einzel- 
kettige, zweifach-antigenbindende Protein 
produzierende Zellen selbst nicht zur Bindung des 
Enzyms in der Lage sind. 

[0138] In einem weiteren Experiment wurden die das 
einzelkettige, zweifach-antigenbindende Protein sekre- 
tierenden HEK 293-Zellen und die LoVo-Zellen direkt 
mit einem Inokulationsverhaltnis von 1 :4 bis 1 :24 kokul- 
tiviert. Urn die HEK 293-Zellen von den LoVo-Zellen zu 
unterscheiden, wurden erstere vor Zugabe der LoVo- 
Zellen mit CM-Dil (Molecular Probes) gefarbt (rote Fluo- 
reszenz). Nach zwei Tagen wurde p-Galaktosidase 
zugegeben und die Bindung an Zellen durch Zugabe 
von X-Gal (10 jug/ml) bzw. durch indirekte Immunfluo- 
reszenz mit einem anti-p-Galaktosidase Antikorper 
(Biotrend) nachgewiesen. Auch indiesen Experimenten 
zeigt sich eine spezif ische Rekrutierung des Enzyms zu 
den LoVo-Zellen, wahrend die HEK 293-Zellen nicht 
gefarbt wurden. Negativ waren Kontrollexperimente mit 
nicht-transfizierten HEK 293-Zellen. Diese Experimente 
belegen, daB das einzelkettige, zweifach-antigenbin- 
dende Protein spezifisch und selektiv Tumorzellen 
erkennt. 

[0139] In weiteren Experimenten wurde die Konvertie- 
rung von nicht-toxischem Daunomycin-p-D-galaktopy- 
ranosid in das zytotoxische Daunomycin untersucht. 
Durch einstundige Inkubation von LoVo-Zellen mit 
gereinigtem, einzelkettigen, zweifachantigenbindenden 
Protein (10 ^g/ml) sowie die anschlieBende einstundige 
Inkubation bei 37° mit p-Galaktosidase (1 ng/ml) und 
Daunomycin-p-D-galaktopyranosid (2 juM) konnte eine 
spezifische Kernlokalisation des entstehenden 
Daunomycins mittels Autofluoreszenz der Substanz 
nachgewiesen werden, vergleichbar der Farbung durch 
direkte Inkubation mit Daunomycin. Keine Kernfarbung 
war in Abwesenheit von einzelkettigem, zweifach-anti- 
genbindenden Protein bzw. p-Galaktosidase sowie mit 
Kontrollzellen (HEK 293; einzelkettiges, zweifach-anti- 
genbindendes Protein produzierende HEK 293) festzu- 
stellen. Diese Experimente belegen, daB das 
einzelkettige, zweifach-antigenbindende Protein in der 
Lage ist, ein Enzym an eine Tumorzelle zu rekrutieren 
und daB dieses Enzym zur Konvertierung einer nicht 
toxischen Vorstufe in eine toxische Substanz eingesetzt 
werden kann. 

[0140] In weiteren Experimenten kann dieser Effekt 
dazu benutzt werden, Tumorzellen spezifisch abzuto- 
ten. 

[0141] Hierzu wurden die LoVo-Zellen in 96-well Plat- 
ten mit dem einzelkettigen, zweifachantigenbindenden 
Protein (10 jig/ml) und anschlieBend mit Daunomycin- 
p-D-galaktopyranosid (5 \M) eine Stunde lang bei 37°C 
inkubiert. Das Absterben der Zellen wurde nach 2 



Tagen mittels eines WST-Tests (Boehringer Mannheim) 
analysiert (Fig. 8). Hierbei war das Absterben der Zellen 
bei der Umwandlung des Prodring in das Drug anna- 
hernd genausogut wie in Anwesenheit des bring (Fig. 
5 8A). In Abwesenheit einer Komponente Oder mit CEA- 
negativen A549-Zellen wurde im wesentlichen keine 
Wirkung festgestellt (Fig 8B). 

Beispiel 4 

10 

Herstellung von Konstrukten zur intrazellularen Expres- 
sion von einzelkettigen, zweifach-antigenbindenden 
Proteinen 

15 [0142] Fur die intrazellulare Expression des einzelket- 
tigen, zweifach-antigenbindenden Proteins wird die 
DNA des Gens fur das einzelkettige, zweifach-antigen- 
bindende Protein mit unterschiedlichen Primern amplif i- 
ziert: 

20 

transmembranes einzelkettiges, zweifach-antigen- 
bindendes Protein (TM-scDAP). Hierfur wird ein 
Primer verwendet, der am 3'-Ende des Gens die 
Transmembrandomane von PDGFR einfugt 

25 

- (LPFKVVVISAIIALVVLTIISLIILIML- 
WQKKPRYES) 

Endoplasmatisches Retikulum lokalisiertes einzel- 
30 kettiges (single chain), zweifach(double)-antigen- 
bindendes Protein (ER-scDAP). Hierfur wird ein 
Primer verwendet, der am 3'-Ende des Gens ein 
ER-Retentionssignal einfugt (SEKDEL). 

35 - zytoplasmatisch lokalisiertes einzelkettiges, zwei- 
fach-antigenbindendes Protein (cyto-scDAP). Hier- 
fur wird ein Primer benutzt, der am 5'-Ende des 
Gens die Signalsequenz durch ein Methionin und 
eine Kozaksequenz zur optimalen Translationsin- 

40 itiation ersetzt. 

kernlokalisiertes einzelkettiges, zweifach-antigen- 
bindendes Protein (nuc-scDb). Hierfur werden 
Primer benutzt, die am S'-Ende des Gens die 
45 Signalsequenz durch ein Methionin und eine Koz- 
aksequenz zur optimalen Translationsinitiation 
ersetzen und am 3'-Ende des Gens eine Kernloka- 
lisierungssequenz einfiigen (PKKKRKVGGGT; die 
Kernlokalisierungssequenz ist unterstrichen). 

50 

[0143] Diese Fragmente werden in geeigneten euka- 
ryotischen Expressionsvektoren kloniert (pSecTagA 
bzw. pcDNA3; Invitrogen). Die resultierenden Kon- 
strukte (TM-scDAP, ER-scDAP, cyto-scDAP, nuc-scDAP, 
55 sowie sec-scDAP (= sezerniertes Protein; siehe Bei- 
spiel 2) werden anschlieBend in eukaryotische Zellen 
(3T3) transient transfiziert und die Lokalisierung des 
exprimierten Proteins durch Immunf luoreszenz mit Hilfe 
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eines anti-Myc-Epitop-Antikorpers untersucht. Fur die 
Konstrukte sec-scDAR ER-scDAP und TM-scDAP kann 
eine Farbung, wie sie fur den sekretorischen Weg 
typisch ist, nachgewiesen werden, wahrend cyto- 
scDAP eine diffuse Lokalisierung im Zytoplasma und 
nuc-scDAP eine Kernlokalisierung zeigt. 

Patentanspruche 

1. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul enthaltend folgende Komponenten: 

(a) eine variable Domane einer schweren Kette 
eines Immunglobulins (VH) mit einer ersten 
Spezifitat (A) und funktionelle Teile hiervon, 

(b) eine variable Domane einer leichten Kette 
eines Immunglobulins (VL) mit einer zweiten 
Spezifitat (B) und funktionelle Teile hiervon, 

(c) eine variable Domane einer schweren Kette 
eines Immunoglobulins (VH) mit der Spezifitat 
(B) und funktionelle Teile hiervon, sowie 

(d) eine variable Domane einer leichten Kette 
eines Immunglobulins (VL) mit der Spezifitat 
(A) und funktionelle Teile hiervon, 

wobei die Domane VH und VL in Form eines VH- 
VL-Kontruktes Oder VL-VH-Konstruktes verbunden 
sind, dadurch gekenrizeichnet, daB die beiden VH- 
VL-Konstrukte uber ein Peptid (P) verbunden sind. 

2. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
mehr als zwei VH-VL-Konstrukte enthalten sind. 

3. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daf3 die VH-VL-Konstrukte uber 
Domanen mit gleicher Spezifitat verbunden sind. 

4. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Spezifitaten (A) und (B) im 
wesentlichen identisch sind. 

5. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Domanen VH und VL uber 
einen Peptid-Linker (L) in Form eines VH-L-VL- 
Konstuktes Oder VL-L-VH-Konstruktes verbunden 
sind. 

6. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Linker (L) ca. 1-20 Aminosauren, vorzugsweise 
ca. 1-5 Aminosauren lang ist. 

7. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anpruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 



der Linker (L) die Aminosauresequenz GGGGS 
enthalt. 

8. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
5 kul nach einem der Anspruche 1-7, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Peptid (P) ca. 12-40 Ami- 
nosauren, vorzugsweise ca. 12-20 Aminosauren, 
insbesondere ca. 14 Aminosauren lang ist. 

10 9. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Peptid (P) die Aminosauresequenz GGGGS- 
GGRASGGGS oder GGGG SGG R ASGGGGS ent- 
halt. 

15 

10. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 1-9, dadurch 
gekennzeichnet, daB das genannte Molekul als 
eine weitere Komponente einen oder mehrere 

20 Effektor/en (E) enthalt. 

11. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Effektor (E) uber ein Bindeglied (B) an das 

25 genannte Molekul gebunden ist. 

12. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Bindeglied (B) eine Protease-Spaltse- 

30 quenz, vorzugsweise eine PSA-, Cathepsin-, Plas- 
minogen- und/oder Plasminogenaktivator- 
Spaltsequenz enthalt. 

13. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
35 kul nach einem der Anspruche 1-12, dadurch 

gekennzeichnet, daB die erste Spezifitat (A) gegen 
ein zu analysierendes Molekul gerichtet ist und die 
zweite Spezifitat (B) gegen einen Analyten gerich- 
tet ist. 

40 

14. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Analyt ein radioaktives Molekul, ein fluo- 
reszierendes Molekul und/oder ein Enzym ist. 

45 

15. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 10-12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die erste Spezifitat (A) gegen 
ein zu analysierendes Molekul gerichtet ist, die 

so zweite Spezifitat (B) gegen ein anderes zu analy- 
sierendes Molekul gerichtet ist und der Effektor (E) 
ein Analyt ist. 

16. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
55 kul nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Analyt ein radioaktives Molekul, ein fluo- 
reszierendes Molekul und/oder ein Enzym ist. 
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17. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 1-12, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid (P) und/oder der 
Effektor (E) ein fusiogenes Peptid enthalt. 

5 

18. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 1-17 dadurch 
gekennzeichnet, daB die erste Spezifitat (A) gegen 
eine Zielzelle gerichtet ist und die zweite Spezifitat 

(B) gegen einen Vektor. w 

19. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Vektor eine Nukleinsaure, ein kationisches 
Peptid Oder Protein, ein kationisches Lipid, ein kat- 15 
ionisches Polymer, ein kationisches Porphyrin oder 

ein viraler Vektor ausgewahlt aus der Gruppe ent- 
haltend AdV-, AAV-, Vaccinia-, RSV-, HSV-, Influ- 
enza- oder Lentivirus-Vektor, ist. 

20 

20. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 1-12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die erste Spezifitat (A) gegen 
eine Zellmembran, insbesondere gegen Lympho- 
zyten, Makrophagen, Monozyten, Granulozyten, 25 
hamatopoetische Zellen, Endothelzellen, glatte 
Muskelzellen, quergestreifte Muskelzellen, Epithel- 
zellen, Leberzellen, Nierenzellen, Gliazellen, Zellen 
des Stiitzgewebes, Tumorzellen oder Leukamiezel- 
len, oder gegen Proteine der extrazellularen Matrix, 30 
des Komplementsystems, des Gerinnungssystems, 
des Kininsystems, des Blutplasmas, des Stiitzge- 
webes, oder gegen Cytokine oder Chemokine, oder 
gegen korpereigene oder korperfremde Toxine 
oder gegen Arzneimittel, insbesondere Digitalis, 35 
und/oder gegen Infektionserreger, wie insbesond- 
ere bakterielle, virale und/oder parasitare Infekti- 
onserreger, gerichtet ist. 

21. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 40 
kiil nach einem der Anspruche 1-12 und 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB die zweite Spezifitat 

(B) gegen eine Zellmembran, insbesondere gegen 
Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten oder Gra- 
nulozyten, gegen Cytokine, Chemokine oder 45 
Wachstumsfaktoren, gegen Proteine des Komple- 
mentsystems, gegen Proteine des Gerinnungssy- 
stems, gegen fibrinolytische Proteine, gegen 
Enzyme, welche an der Zielstruktur die unwirksame 
Vorstufe eines Wirkstoffes in einem aktiven, ins- so 
besondere zytotoxischen Wirkstoff uberfuhren kon- 
nen, gegen Peptidhormone oder Steroidhormone, 
gegen den konstanten Teil eines Immunglobulins, 
gegen einen Mediator, wie insbesondere Histamin, 
Serotonin, Leukotrien, Prostacyclin oder Kinin, 55 
gegen Infektionserreger, gegen korpereigene oder 
korperfremde Toxine, gegen Arzneimittel, ins- 
besondere Digitalis, gerichtet ist. 



22. Einzelkettiges, mehrfach-antigenbindendes Mole- 
kul nach einem der Anspruche 1-12, 20 und 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Effektor (E) aus- 
gewahlt ist aus einer Transmembrandomane, 
einem Glykophospholipidanker, dem Liganden bin- 
denden Teil eines Rezeptors, einem Liganden fur 
einen Rezeptor oder der den Rezeptor bindenden 
Teilsequenz des Liganden, einem Peptidhormon, 
einem Cytokin, einem Wachstumsfaktor, einem 
Wachstumsfaktorinhibitor, einem Chemokin, einem 
Interferon, einem Mediator, einem kreislaufwirksa- 
men Peptid, einem Enzym, welches eine inaktive 
Vorstufe eines Wirkstoffes in einen aktiven Wirk- 
stoff uberfuhrt; einem Protein, welches die Gerin- 
nung aktiviert oder inhibiert; einem Protein, 
welches die Fibrinolyse aktiviert oder inhibiert; 
einem Protein, welches das Komplementsystem 
aktiviert oder inhibiert; einer oder mehreren kon- 
stanten Domanen eines Immunglobulins; einem 
zytotoxischen Peptid; einem anderen, einzelketti- 
gen, einfach oder mehrfach-, insbesondere zwei- 
fach-antigenbindenden Molekiil; einem 
Tumorantigen oder einem Antigen eines Infektions- 
erregers, wie beispielsweise einem bakteriellen 
Antigen oder einem viralen Antigen; einem Peptid 
enthaltend Cystein und/oder einem di- bzw. multi- 
merisierenden Peptid. 

23. Nukleinsaure kodierend fur ein einzelkettiges, 
mehrfach-antigenbindendes Molekul nach einem 
der Anspruche 1-22. 

24. Nukleinsaure nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die genannte Nukleinsaure am 5'- 
Ende eine Nukleotidsequenz kodierend fur eine 
Signal- oder Transmembransequenz enthalt. 

25. Nukleinsaure nach Anspruch 23 oder 24, dadurch 
gekennzeichnet, daB die genannte Nukleinsaure 
am S'-Ende einen Promoter und/oder Aktivator ent- 
halt. 

26. Nukleinsaure nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Aktivator zellspezifisch, zellzy- 
Wusspezifisch, metabolisch-spezifisch und/oder 
durch einen Wirkstoff aktivierbar oder suprimierbar 
ist. 

27. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 23-26, 
dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Nukle- 
insaure am 5'-Ende des Startkodons die Sequenz 
GCCACC Oder GCCGCC enthalt. 

28. Vektor enthaltend eine Nukleinsaure nach einem 
der Anspruche 23-27. 

29. Vektor nach Anspruch 28, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Vektor ein viraler oder nicht-vira- 
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ler Vektor ist. 

30. Vektor nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der nicht-virale Vektor ausgewahlt ist 
aus einem kationischen Lipid, einem kationischen s 
Polymer, einem kationischen Peptid Oder einem 
kationischen Porphyrin. 

31. Zelle enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der 
Anspruche 23-27 oder einen Vektor nach Anspruch 10 
28 Oder 29. 

32. Zelle nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zelle eine Bakterien-, Hefe-, Insekten- oder 
Saugerzelle ist. is 

33. Zelle nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Saugerzelle ein Lymphozyt, ein Makro- 
phage, eine Gliazelle, eine Epithelzelle, eine Leber- 
zelle, eine Nierenzelle, eine Knochenmarkszelle, 20 
eine Endothelzelle, eine glatte oder quergestreifte 
Muskelzelle oder ein Fibroblast ist. 

34. Verfahren zur Herstellung eines einzelkettigen, 
mehrfach-antigengebundenen Molekuls, dadurch 25 
gekennzeichnet, daB eine Zelle nach Anspruch 31 
oder 32 kultiviert und das Expressionsprodukt 
gegebenenfalls isoliert wird. 

35. Arzneimittel enthaltend ein einzelkettiges, mehr- 30 
fach-antigenbindendes Molekul nach einem der 
Anspruche 1 -12 und 1 7-22, eine Nukleinsaure nach 
einem der Anspruche 23-27, einen Vektor nach 
einem der Anspruche 28-30 oder eine Zelle nach 
einem der Anspruche 31-33. 35 

36. Diagnostikum enthaltend ein einzelkettiges, mehr- 
fach-antigenbindendes Molekul nach einem der 
Anspruche 13-16. 

40 

37. Verwendung eines einzelkettigen, mehrfach-anti- 
genbindenden Molekuls nach einem der Anspruche 
1-22, einer Nukleinsaure nach einem der Anspru- 
che 23-27, eines Vektors nach einem der Anspru- 
che 28-30 oder einer Zelle nach einem der 45 
Anspruche 31-33 zur Therapie, Prophylaxe oder 
Diagnose von Tumorerkrankungen, Autoimmuner- 
krankungen, Entzundungserkrankiingen, Erkran- 
kiingen des Blutes, insbesondere des 
Blutgerinnungs- und/oder Blutkreislaufsystems, so 
Erkrankungen des Nervensystems und/oder Infek- 
tionserkrankungen. 
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